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GLOSARIO

AMOVA Analisis de varianza molecular

BON Raza Bovina Criolla Blanco Orejinegro

BoLA Complejo Mayor de Histocompatibilidad Bovino (Antigenos de los
Leucocitos Bovinos)

BRAH Raza Bovina Control Brahman

CAS Raza Bovina Criolla Casanarefio

cQT Raza Bovina Criolla Caquetefio

CCC Raza Bovina Criolla Costefio con Cuernos

ChS Raza Bovina Criolla Chino Santandereano

DRB3.2 Gen del complejo BoLA clase Il, exdn 2

EHW Equilibrio de Hardy-Weinberg

FIS Coeficiente de endogamia

FST Coeficiente de diferenciacion

He Heterocigocidad esperada

Ho Heterocigocidad observada

HOLS Raza Bovina Control Holstein

HV Raza Bovina Criolla Harton del Valle

LUC Raza Bovina colombiana Lucerna

PCR Técnica de amplificacién de fragmentos de ADN denominada:

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCR-RFLP Técnica molecular denominada: Reaccion en Cadena de la
Polimerasa y Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de

Restriccion
RS Raza Bovina Criolla Romosinuano
SM Raza Bovina Criolla San Martinero
VEL Raza Bovina colombiana Velasquez

VLB Virus de la Leucosis Bovina



RESUMEN

En 330 muestras de ADN de ocho razas bovinas criollas (BON, CQT, CAS, CCC,
ChS, HV, RS y SM, dos razas sintéticas colombianas LUC y VEL y dos controles
B y H) se evalué la presencia del VLB (deteccion de provirus - PCR anidada), los
polimorfismos del gen BoLA-DRB3.2* (PCR semianidada - RFLP) y la asociacién
entre ambos (OR). Se encontr6 menor porcentaje de presencia del VLB en las
razas criollas (31,3%) y colombianas que en las controles (38,2%) siendo mayor
en los ganados de la region Andina que en los Llanos y Norte de Colombia, mayor
presencia en las hembras que en los machos, mayor en los ganados de leche que
en los de carne, se determind que la presencia del virus depende de la raza. Se
determinaron 41 alelos BoLA-DRB3.2* los mas frecuentes fueron *28, *37, *24,
*23, *20, *27, *8, *16, *39 (0.17, 0.11, 0.10, 0.09, 0.09, 0.07, 0.07 y 0.06
respectivamente), alta diversidad genética (He = 0.878), una diferenciacién
genética altamente significativa (Fst= 0.044) al igual que el coeficiente de
endogamia (Fis = 0.249) similares a otros ganados criollos de Suramérica. Se
estimaron asociaciones entre la ausencia (resistentes) del VLB y los alelos *21,
*24 y *37 y entre la presencia (susceptibles) del VLB vy los alelos *6 y *42 en los
ganados criollos; en los ganados controles se encontr6é asociacion positiva con el
alelo *13 y negativa con los alelos *23 y *28. El 10% de los individuos fue
genotipificado como RR el 2.5% como SS y el 57% fue de genotipo neutral (NN).
Los resultados indican que el ganado criollo colombiano posee genes de

resistencia a enfermedades.

Palabras clave: Bovinos criollos, Complejo mayor de Histocompatibilidad,

Marcadores moleculares, Resistencia a enfermedades.



ABSTRACT

330 DNA samples from 8 Creole bovine breeds (BON, CQT, CAS, CCC, ChS, HV,
RS and SM), 2 Colombian breeds synthetics (LUC and VEL) and 2 controls (B and
H) were evaluated for the presence of VLB (provirus detection — Nested PCR),
BoLA-DRB3.2* gen polymorphism (Nested PCR — RFLP) and its association each
other (OR). Less percentage of VLB in Creole (31,3%) and Colombian breeds
(38,2%) was found than in control breeds (38,2%), being higher in animals from
Andean region than in West valleys and North region, a greater presence in
females than in males, higher in milk cattle for meat. We determinate that
presence of virus depends on breed cattle. 41 alleles of BoLA-DRB3.2* were
detected, being *28, *37, *24, *23, *20, *27, *8, *16, *39 those with higher
frequency (0.17, 0.11, 0.10, 0.09, 0.09, 0.07, 0.07 y 0.06 respectively), high genetic
0.878), genetic differentiation highly significant (Fst=0.044) and
inbreeding coefficient (Fis = 0.249) similar to other Creole South American breeds.

diversity (He

Relation between absence of VLB (resistant) and *21, *24, *37 alleles and
presence (susceptible) and *6, *42 alleles was found in cattle Creoles in
controls gained positive association was found with allele * 13 and negative
with alleles * 23 and * 28. 10% of samples were genotypified as RR, 2.5% as SS
and 57% as a neutral genotype. Results shown that Colombian Creole breeds

have important disease resistant genes.

Key words: Creole bovines, Hystocompatibility complex, molecular markers,

disease resistant.



INTRODUCCION

Martinez, (1992) sefala que los bovinos criollos se caracterizan por su habilidad
para reproducirse, longevidad, rusticidad y por su capacidad para aprovechar
forrajes toscos y de escaso valor nutritivo. Ademas, expresan caracteristicas
adaptativas de gran importancia como tolerancia al calor y humedad y resistencia
a ciertas enfermedades, lo cual incrementa su valor como recurso genético (Casas
y Valderrama, 1998; Vasquez, 2005).

El virus de la Leucosis Bovina (VLB) es un virus linfotrépico presente en las
poblaciones bovinas de muchos paises. La infeccion generalmente cursa en forma
cronica y asintomatica y puede producir linfocitosis persistente (LP) en un 30 % de
los animales portadores del virus. La entidad clinica se denomina Leucosis Bovina
Enzodtica (LBE) y esta referida a animales serolégicamente positivos. Luego de
un prolongado periodo, en general de 3 a 5 anos, solo una baja proporcion de

animales desarrollan tumores (0.1 — 5 %) (Gonzalez et al., 2001).

La infeccidon se transmite fundamentalmente en forma horizontal o por Vvia
iatrogénica, por exposicion de los bovinos susceptibles a los linfocitos “B”
portadores del virus. La sangre y la leche son los principales vehiculos para la
transmision y la via transplacentaria puede ser responsable de aproximadamente
el 5% de terneros infectados nacidos de madres portadoras. La prevalencia
aumenta a partir de los 6 meses de edad, con la mayor incidencia entre los 2y 3
anos, siendo mayor en planteles de bovinos de leche que en bovinos de carne
(Gonzalez et al., 2001).

En varios paises existen programas oficiales para el control y erradicacion de la

Leucosis Enzootica Bovina (LEB). El diagndstico se realiza rutinariamente por
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métodos seroldgicos. La inmunodifusion (ID) ha sido por muchos afios la prueba
de eleccidon por su alta especificidad y aceptable sensibilidad. Recientemente se
desarrollaron distintos equipos comerciales de ELISA para ser utilizados en
muestras de suero y/o leche. Estas pruebas presentan la desventaja de no poder
detectar la enfermedad en estadios tempranos de ésta o en animales jévenes
(Gonzalez et al., 2001).

Los estudios sobre la presencia del VLB en Colombia son variables, dependiendo
de la regidn de muestreo de los animales y de la técnica seroldgica utilizada. En el
Nororiente del pais el porcentaje de presencia varia entre el 3.9 y el 14.64%
utilizando la técnica de inmunodifusion en gel de agar (IGDA) (Aguilar et al., 1989;
Trujillo, 1989; Ruiz, 1995). Ramirez et al, (2002) reportan una presencia del 37.5%
en novillas y un 71.9% en vacas. En el departamento de Cérdoba se encontré un
21.5% de positivos utilizando la técnica de ELISA (Betancour y Rodas, 2008). En
la sabana de Bogota (principal zona lechera de Colombia) se reporta una
presencia del 45.28% (Alfonso et al., 1998). Griffiths et al, (1982) encontraron
prevalencias en ganado de leche de 24.9 % para la region Andina, 14.4 % para la
region Caribe y 15.3 % para el piedemonte Llanero. En ninguno de estos

estudios se han muestreado las razas criollas y colombianas.

La PCR es una prueba conveniente para detectar ADN proviral en muestras de
sangre, suspensiones de 6rganos y material tumoral, es un método sensible que
permite un diagndstico rapido y temprano del VLB (Gonzalez et al., 2001). En
Colombia no existen estudios que reporten el uso de la PCR para la deteccién del

virus en las razas criollas.

El primer reporte sobre asociacion entre el Complejo Mayor de Histocompatibilidad

(CMH) y enfermedad en ganado bovino lo hizo Martinez et al., 2005, quienes
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analizaron el efecto del BoLA (Antigenos de los leucocitos Bovinos) clase | sobre

la incidencia de mastitis (Martinez et al., 2005).

El CMH ha sido asociado con caracteres productivos (produccion de leche,
proteina y grasa en leche (Machado et al., 2005; Do Nascimento et al., 2006;
Zambrano et al.,2009b)) y con enfermedades (linfocitosis persistente, carga
proviral, brucelosis, garrapatas, mastitis) (Lewin et al., 1988; Xu et al., 1993; Dietz
et al., 1997b; Mirsky et al., 1998; Aida, 2001; Martinez et al., 2005; Martinez et al.,
2006; Castro et al., 2006; do Nascimento et al., 2006; Juliarena et al., 2008; Panei
et al., 2009)).

En el ganado criollo colombiano se ha estudiado la diversidad genética mediante
marcadores microsatélites (Bedoya et al, 2001; Moreno et al., 2001; Barrera et al.,
2006, Alvarez, 2009), RAMs, microsatélites aleatorios en Hartén del Valle
(Piedrahita et al., 2008) y en algunos genes relacionados con la resistencia natural
(Nramp1) (Aftosa y Brucelosis) (Trujillo y Valderrama, 2006) y la calidad de la

carne (leptina) (Guerra et al., 2005).

En cuanto a la caracterizacion del gen BoLA-DRB3 solo se reportan dos razas
criollas estudiadas, el Blanco Orejinegro y el Lucerna (Martinez et al., 2005; Castro

et al., 2006) pero no se conoce en otras razas bovinas criollas y colombianas.

Algunos polimorfismos en el gen BoLA-DRB3 se han relacionado con el desarrollo
de resistencia o susceptibilidad al VLB. Lewin et al, (1988) y Xu et al, (1993)
revelaron que la presencia de los aminoacidos Glu-Arg (ER) (en la posicién 70-71)
y Glu, Arg y Val (en las posiciones 74, 77 y 78) de la cadena BoLA-DR[ estaban
asociados con ausencia de LP y de desarrollo de tumores respectivamente (Aida,
2001). Los alelos que codifican el motivo ER son DRB3*11, DRB3*23 y DRB3*28

(Lewin et al., 1988; Xu et al., 1993). Estudios posteriores confirmaron la asociacion
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del alelo DRB3*11 (Sulimova et al., 1995; Zanotti et al., 1996; Mirsky et al., 1998),
DRB3*23 y DRB3*28 (Sulimova et al., 1995) con resistencia, y de los alelos
DRB3*8 (Zanotti et al., 1996; Sulimova et al., 1995), DRB3*16, DRB3*22 y
DRB3*24 con susceptibilidad a LP producida por la infeccion del VLB (Sulimova et
al., 1995).

Colombia es considerado uno de los paises mas diversos en recursos
zoogenéticos, puesto que en cada una de las regiones naturales y las cuencas
hidrograficas de los rios Orinoco y Amazonas, posee una raza bovina criolla (Bos
taurus) adaptada. El Romosinuano y Costeio con Cuernos, en la Costa
Atlantica (zona Norte), el Chino Santandereano y el Blanco Orejinegro en la
zona montafnosa de clima medio, el Harton del Valle en el Valle del Rio Cauca, y
el Sanmartinero y el Casanareio en las planicies orientales u Orinoquia
Colombiana (Martinez, 1992). Ademas de dos razas colombianas: el Lucerna vy el

Velasquez en el Valle del Cauca y Caldas respectivamente.

El estudio de estas razas criollas y colombianas junto con la comparacién con
otras razas foraneas (Cebu y Holstein) es trascendental para el conocimiento de
este patrimonio nacional y para generar razones convincentes ante los
productores para su conservacion, valoracion y uso como recurso potencial en la

seguridad alimentaria.
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1 LEUCOSIS BOVINA

2.1.1 Definicion

La leucosis bovina Enzodtica (LBE), es una enfermedad infecciosa producida por
un retrovirus, el virus de la leucosis bovina (VLB), que afecta las células de la linea
linfoide, los linfocitos “B” (Beyer et al., 2002; Dequiedt et al., 1999; Schwartz &
Levy, 1994). Es una enfermedad linfoproliferativa y se caracteriza por presentar
una forma tumoral (linfosarcoma, LS; linfoma maligno, LM) (Dees et al., 1996),
linfocitosis persistente (LP), que se manifiesta con un incremento sostenido del
numero absoluto de linfocitos en la corriente sanguinea (Stone et al., 1995) y una
tercera forma en la cual los animales tienen anticuerpos (anti-VLB) sin linfocitosis

persistente, ni lesiones tumorales (Chamizo, 1995; Nguyen & Maes, 1993).

La forma tumoral o linfosarcoma aparece en general en los animales mayores de
dos anos y con mas frecuencia en animales entre cinco y ocho anos. Esta forma
de la enfermedad se desarrolla cada afo en 0,5 a 1% de los animales infectados

en el rebano y evoluciona rapidamente hacia la muerte (Toma et al., 1990).

La LP ha sido definida por el Comité Internacional de Leucosis Bovina (1986)
como “un incremento en el numero absoluto de linfocitos de tres o mas
desviaciones estandar sobre la media normal determinada para cada raza y grupo
etario. Este concepto debe ser aplicado al incremento de linfocitos circulantes que

persisten por mas de tres meses (Chamizo, 2005).
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2.1.2 Etiologia

El VLB pertenece al grupo de los Retroviridae, y como tal posee una reverso-
transcriptasa responsable de la sintesis de una copia de ADN a partir de ARN
viral. EI ADN formado (provirus) puede conservarse en el nucleo de diversas
células del hospedero y esta propiedad es la causa de las caracteristicas
particulares de las diferentes infecciones debidas a retrovirus (Toma et al., 1990;
Evermann, 1992; Heuvel et al., 2003).

Las proteinas estructurales del VLB comprenden las proteinas internas p15, p24,
12 y 14 y las glicoproteinas de envoltura gp30 y gp51 (que es mas abundante).
Se han identificado diferentes epitopos de gp51 para desarrollar las pruebas de
competicion de ELISA, que permiten revelar la presencia de anticuerpos “anti-

gp51” en los bovinos infectados (Jimenez et al., 1995; DeGiuseppe et al., 2004).

2.1.3 Sintomas

La manifestacioén clinica de LBE comienza después de los dos afios de edad; en la
mayoria de los casos los sintomas son inespecificos y variables ya que dependen
de la localizacion del proceso neoplasico y del grado de afeccion de los érganos

vitales. Se ha observado anemia, emaciacion e infertilidad (Chamizo, 2000).

El sigho mas evidente que permite sospechar de la enfermedad es el aumento
bilateral mas o menos simétrico de los ganglios linfaticos explorables (Chamizo,
1995; Chamizo, 1997; Shell et al., 2004).

La exoftalmia por la afeccion del tejido retro-ocular o de las estructuras internas

del ojo, puede considerarse como una manifestacion especifica de la enfermedad
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(Malatestinic, 2003), asi como la presencia de masas tumorales subcutaneas en

diferentes localizaciones (linfoadenopatias) (Chamizo, 2005).

e Linfocitosis persistente (LP):

Se define como un aumento sostenido en el numero promedio de linfocitos para la
raza y grupo etario mas dos veces la desviacion estandar. Desde hace mucho
tiempo se conoce que en hatos con alta incidencia de linfosarcoma,
aproximadamente un 30% de animales clinicamente normales desarrollan
linfocitosis persistente. Desde el punto de vista morfolégico son normales, no
obstante se ha descrito la presencia de células atipicas, lo cual ha sido
considerado como un estado pre-leucémico (Chamizo, 2005). La asociacion entre
LP y LS dio lugar a que se postulara que ambos procesos se deberian al mismo
agente patolégico y fue la base para el establecimiento de las claves

hematoldgicas para el diagnostico de la leucosis bovina.

e Linfosarcoma (LS):

Es comun en adultos de mas de cuatro afios, se observa el agrandamiento de los
linfonodos, se presenta taquicardia, pulso yugular positivo, timpanismo ruminal con
reflujo abomasal, indigestion, diarrea, exoftalmos, mucosas palidas, heces oscuras
y malolientes, tumoraciones en utero, vagina y region perivaginal, disminucion
paulatina de la produccién de leche hasta el cese total, disminucién de parametros
reproductivos, disminucidn progresiva de la condicion corporal, finalizando con la

muerte del animal (Chamizo, 2005).
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e Leucemia

Desde el punto de vista de la hematologia, se debe distinguir el término leucemia
de LP. La leucemia corresponde a la presencia de células tumorales o anormales
detectadas en la corriente sanguinea indicadoras de la transformacion neoplasica
de la médula 6sea o de la presencia de linfosarcoma (LS) (Chamizo, 2005). Las
células neoplasicas aparecen entre un 5 a 10% de los casos de LS; son células
grandes, con un nucleo redondeado, indiferenciado y grandes nucléolos,
cromatina laxa y citoplasma abundante, alto contenido de basofilos y con
presencia de vacuolas. Las mitosis son comunes y numerosas. La presencia de
anormalidades en el cariotipo como: aneuploidias con cromosomas adicionales,
son pruebas claras del caracter neoplasico de estas células. Las anormalidades
pueden variar de un animal a otro pero se mantienen constantes en el mismo
animal, lo cual demuestra que el tumor es monoclonal (Chamizo, 2005; Knapen et
al., 1994).

2.1.4 Lesiones

Los tumores en los ganglios linfaticos son comunes, la afeccion puede ser
generalizada, diseminada o localizada (25%); los ganglios frecuentemente
afectados son los iliacos (65 a 83%), intratoracicos (62 a 74%), mesentéricos
(66%) y los superficiales (pre escapulares, pre crurales y de la regién cervical) (41
a 62%). Los ganglios se muestran a menudo lisos o con nodulos, sin adherencia a
tejidos circundantes, de consistencia blanda y edematosa o firme turgente vy friable
(Chamizo, 2005).

La médula ésea puede estar infiltrada en muchos de los casos (40%) de color

blanco gris o blanco. El bazo se afecta entre un 10 a 50%, puede estar aumentado
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de tamano o con esplenomegalia tumoral, ademas de nudos blanquecinos en el
parénquima. El corazén a pesar de que no es un érgano linfoide presenta una
frecuencia de afeccion de un 40 a 90%, con nodulos de diferente tamafo o areas
infiltradas de forma difusa y color blanquecino con limites mal definidos en el
espesor del miocardio, visibles a través de pericardio y endocardio. EI musculo
esquelético se ve afectado con menor frecuencia. El Utero presenta una frecuencia
de afeccion entre un 12 a 50% con hiperplasia de sus paredes de color blanco,
gris o mate (Chamizo, 2005).

El abomaso parece infiltrado por una masa tumoral con engrosamiento de su
pared y presencia de ulceras, que se encuentran con mayor frecuencia en el
intestino delgado. En los rifiones las lesiones aparecen en un 50% de los casos,
produciendo hemorragias visibles en la superficie del érgano y la vejiga presenta

ulceraciones (Chamizo, 2005).

El tejido retro ocular puede afectarse provocando la protrusiéon del globo ocular o
exoftalmo, infiltracion tumoral en la cérnea y en la camara anterior de ojo. El
higado presenta aumento de tamafio y coloracion palida difusa. En el pulmén las
lesiones tumorales son raras pero pueden presentarse de forma infiltrativa difusa y
nodular. Se nota la presencia de masas tumorales en el tejido subcutaneo de la

region abdominal (Chamizo, 2005).

2.1.5 Transmision del VLB

El conocimiento acerca de la epizootiologia de LBE estuvo limitado hasta que se
hizo el primer aislamiento del VLB, que permitié su uso en pruebas seroldgicas. Lo
primordial fue determinar si el modo de transmisién del VLB era por infeccion del

feto, a partir de sus progenitores (vertical) o como resultado de la infeccion
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posnatal contagiada entre animales de un mismo grupo (horizontal) (DiGiacomo,
1992a; DiGiacomo, 1992b; DiGiacomo, 1992c; Chamizo, 2005).

La vaca infectada por VLB, puede transmitirlo a su ternero a través del calostro o
de la leche. Se ha reportado que un 18% de los terneros procedentes de vacas
infectadas, estaban ya infectados al nacer (Chamizo, 2005). La via horizontal es la
de mayor responsabilidad en la transmision del VLB (DiGiacomo, 1992a;
DiGiacomo, 1992b; DiGiacomo, 1992c).

El VLB no se encuentra en secreciones y excreciones del ganado bovino
infectado, sin embargo si estas se ponen en contacto con sangre mas
especificamente con linfocitos, pueden ser fuente de transmision del VLB
(Chamizo, 2005).

La transmisién por via de insectos hematofagos no parece tener relevancia en
condiciones naturales. La inoculacion intradérmica de linfocitos procedentes de
animales infectados, induce la infeccion en ganado receptor asi como la infusion

rectal de sangre procedente de vacas infectadas (Sprecher et al., 1991).

La transferencia iatrogénica de sangre puede resultar en altas tasas de infeccion
del ganado bovino (DiGiacomo, 1992c). El riesgo de infeccion es ocho veces
mayor cuando el ganado bovino sano es muestreado inmediatamente después del

ganado infectado (Chamizo, 2005).

2.1.6 Diagnéstico

Las tres pruebas serolégicas comunmente usadas en el diagnostico de la
enfermedad son: radioinmunoensayo (RIA), inmunodifusion en agar gel (IGDA) y

ensayo por quelacién enzimatica (ELISA). Las pruebas de Dot Blot y PCR han
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sido menos utilizadas (Cockerel et al., 1992; Ungar et al., 1991; Wang, 1991;
Salman et al, 1990).

La IGDA resulta un indicador confiable de infeccion por VLB (Chamizo, 2005) y
presenta un alto grado de especificidad debido en gran parte a la estabilidad del

genoma viral (Chamizo, 2005).

Las pruebas RIA y ELISA son mas sensibles que la prueba de IGDA, pero esta
ultima tiene la ventaja de ser menos costosa y mas facil de realizar (Have & Hoff,
1991). La prueba de ELISA tiene la ventaja cuando se trata de analizar muchas
muestras provenientes de leche, por su habilidad de detectar un bajo nivel de

anticuerpos anti-VLB (Nguyen & Maes, 1993).

La prueba de dot blot es altamente repetible y tiene concordancia con la prueba
IGDA. Los resultados con dot blot se obtienen en un periodo de analisis mas corto
que la IGDA. Ha sido desarrollada para la deteccion de anticuerpos anti-VLB
(Jacobs et al., 1991).

La prueba de IGDA no puede distinguir entre los anticuerpos adquiridos
pasivamente (calostrales) y los adquiridos mediante infeccién natural (Hugh-
Jones, 1992). Otra desventaja que presentan estas técnicas es que no pueden
detectar animales jovenes infectados o animales en estadios tempranos de la

infeccion.

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction,
PCR) ha sido utilizada para la deteccién temprana del VLB en animales menores
de seis meses (Agresti et al., 1993; Kelly, 1993) y evita reacciones falso positivas,
causadas por transferencia pasiva de inmunoglobulinas a través del calostro. Otra

ventaja radica en la capacidad para detectar el virus en animales inmunotolerantes

27



(Fechner et al., 1996). La sensibilidad es del 96% y la especificidad del 45% de la
PCR con respecto a la prueba de IGDA (Fechner et al., 2006).

La principal desventaja de la PCR es que las variaciones en la secuencia
nucleotidica de algunos aislamientos del virus, podrian inducir a errores en la
hibridacion de los oligonucledtidos disminuyendo consecuentemente la
sensibilidad del PCR (Marsolais et al., 1994; Fechner et la., 1997). Igulamente, no
se puede descartar que en el proceso de extraccidon de ADN (hemdlisis y lavado
de eritrocitos) puedan persistir trazas de inhibidores que afecten la sensibilidad del
PCR (Panaccio y Lew, 1991).

2.2 LA LEUCOSIS BOVINA ENZOOTICA (LBE) EN COLOMBIA

Salman et al, (1990) reportan que la LBE presenta una distribucion mundial y los
paises con mayor prevalencia son Venezuela con 49%, Japon 44% y Filipinas con
32%. En Florida se reporta una prevalencia de 48% y en Baja California (México)
del 32%.

Segun la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) en Colombia entre 1996

y 2004 se presentaron 198 focos de la enfermedad, 1083 casos y 39 muertes.

En Antioquia, Aguilar et al, (1989) estudiaron la prevalencia de LBE en hatos
lecheros del Municipio de San Pedro de los Milagros, por medio de la técnica
IGDA y encontraron un 12.07% de prevalencia, con la mayoria en el grupo etario

de 5 a 9 anos.

Ruiz, (1995) encontré un 3.9% de seropositividad a LBE, mediante IGDA. Trujillo,
(1989) estudi6 la prevalencia de titulos de anticuerpos a LBE en el hato Paysandu

(Antioquia) hallando un 14.65% de infeccién.
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Ramirez et al, (2002) en tres fincas de Antioquia, con la técnica ELISA, no
encontraron presencia de LBE en los terneros, las novillas fueron 37,5%
seropositivas a la infeccidon, 54% negativos y 8,3% sospechosos. El 71,9% de las

vacas fueron seropositivas, 19,5% negativas y 8,6% sospechosas.

Alfonso et al., (1998) determinaron la prevalencia del VLB en vacas productoras
de leche en la Sabana de Bogota y los Valles de Ubaté y Chiquinquira, principal
area lechera de Colombia, mediante la técnica de inmunodifusién doble en gel de
agar con antigeno gp-51. Se establecié una prevalencia serologica del 45,28%,

con un nivel de confianza del 95%.

Griffiths et al., (1982) encontraron prevalencias de 24.9 % para la region Andina,

14.4 % para la region Caribe y 15.3 % para el piedemonte Llanero.

Utilizando la técnica de inmunodifusion, en bovinos de la Costa Norte de Colombia
se detectd la presencia del VLB en el 1,5% animales examinados. El porcentaje de
positivos aumentd gradualmente con la edad, de 0,2% en animales menores de 7
meses, 0,6% de 7 a 12 meses, y 4,7% en animales mayores de un afo. El 9,4% vy
el 1,4% de los Bos taurus y los Bos indicus, respectivamente, fueron positivos,
mientras que ninguno de los animales cruzados fueron positivos (Orjuela, 2000).
En el municipio de Monteria departamento de Cdérdoba se encontré un 21.5% de
positivos a la enfermedad utilizando la técnica ELISA con mayor seroprevalencia
en el grupo etario mayor de 7 afios, en las razas cruzadas, en explotaciones doble

propésito y en machos (Betancour y Rodas, 2008).

No existen reportes de la presencia del VLB en el ganado criollo colombiano.
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2.3 EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD BOVINO (BoLA)

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH) de los bovinos es conocido
como Antigenos de los Leucocitos Bovinos (BoLA) y se localiza en el cromosoma
23; su descubrimiento fue atribuido a Amorena y Stone (1978) y a Spooner et al,
(1978).

Los Antigenos de los Leucocitos Bovinos son glicoproteinas que se ubican en la
superficie celular y cuya funcién principal es la presentacién de péptidos a las
células T (Alan et al., 1991).

Existen tres clases de antigenos leucocitarios bovinos, los antigenos clase |
constan de dos cadenas polipeptidicas codificadas por locus diferentes. La cadena
que atraviesa la membrana celular tiene un peso molecular aproximado de 45000
daltons y la cadena mas corta llamada microglobulina B2 tiene un peso
aproximado de 12000 daltons. Los antigenos clase Il son dos cadenas de un

tamafio similar (Figura 1) (Nicholas, 1990).

2.3.1 Organizacién genémica de la region BoLA

En general la estructura del BoLA esta relativamente conservada en los mamiferos
y se divide en tres regiones, llamadas clase |, clase Il y clase lll, cada una con

diferente funcioén (Figura 1).

Los genes BoLA clase | codifican proteinas implicadas en el reconocimiento por
parte de las células T citotdxicas de las células huésped que han sido infectadas y
en la presentacion de péptidos a las células citotoxicas T CD8+ (Takeshima &
Aida, 2006; Tamarin, 1996).
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En ganado, la region clase | contiene por lo menos 10 genes y seudogenes
(Bensaid et al., 1991). Los analisis de la secuencia han mostrado al menos 4 loci
clase | que pueden ser transcritos (Ellis et al., 1999). Los genes clase | son
polimdrficos, con 28 secuencias identificadas; mientras que con los analisis sus
moléculas (péptidos), usando SDS-PAGE y punto Isoeléctrico (IEF) que muestran

una gran expresion de tres loci clase | (Al-Murrani et al., 1994).

class | molecule class Il molecule
NH MH
] (va |
S
o2 | a3 B |
S
MH;
S S S S
ol o 2 | o2
S S B S S
B, microgloblin
g transmembrane é %
cytoplasmic tail cooH  cooH
COOH
Figura 1. Estructura molecular del BoLA | y Il. Los circulos negros

representan sitios de unién glicosidica. S-S indican enlaces disulfuro. Las
cadenas clase | son codificadas por genes clase I. El circulo en blanco
representa sitios de unién glicosidica conservada entre humanos y bovinos.
Las molécula clase Il constan de una cadena a codificada por genes A y una
cadena B codificada por genes B (Takeshima & Aida, 2006).
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Los genes clase |l estan localizados en dos diferentes partes del cromosoma 23
del bovino, posee dos regiones llamadas clase lla y clase llb separadas por un
distancia 15cM. La clase lla contiene los genes DR y DQ vy la clase llIb los genes
DYA, DYB, DMA, DMB, DOB, DOA, TAP1, TAP2, LAPM2 y LMP7 (Figura 2)
(Takeshima & Aida, 2006). Estos genes producen proteinas implicadas en la
comunicacion intercelular entre las ceélulas B y T, procesos antigenos

extracelulares con células T CD4+ y otras funciones inmunes (Tamarin, 1996).

Los genes y los productos de la regidn clase lla son los mas estudiados porque
presentan altos niveles de polimorfismo. Catorce genes han sido identificados en
esta region: DRA, DRB (DRB1, DRB2, DRB3), DQA (DQA1, DQA2, DQA3, DQA4,
DQA5) y DQB (DQB1, DQB2, DQB3, DQB4, DQBS5) (Takeshima & Aida, 2006).

i?. EMB

38 53 06 24 4.2cM
1 1 1 I_I, 1 .
F13A PL1 BF DRB3 DYA
PRL BoLA-A ———— LMP2
oyppq  DQA2 DYB
HSP70-1 DQBf DOA
M DRA TCP1

—_— DRB1 DMA
BolLA-B DRB2

171 lla ]

Figura 2. Mapa genético del cromosoma 23 del bovino (Takeshima & Aida,
2006).
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En bovinos, solo un alelo del BoLA-DRA ha sido identificado basado en datos de
secuencia. EI BoLA-DRB1 es un seudogen que presenta multiples codones de
parada y el gen BoLA-DRB2 es mal expresado (Rusell et al., 1994) pero exhibe
algo de polimorfismo (Muggli-Cockett & Stone, 1991). El gen BoLA-DRB3 es
altamente polimérfico puesto que Takeshima & Aida, 2006 han reportado 103
alelos y codifica elementos funcionales de restriccion (proceso mediante el cual un

linfocito puede reconocer un antigeno como propio o extrafio) (Davies et al., 1997).

Algunos individuos llevan una sola copia de DQA y DQB, mientras otros tienen
haplotipos duplicados. La comparacion de secuencias, southerm blot y analisis
filogenéticos indican la presencia de cinco genes DQA, de los cuales DQA4 y
DQA5 son menos polimérficos que los DQAl, DQA2 y DQA3, con
aproximadamente 31 alelos para DQA1, 13 alelos para DQA2 y dos alelos para
DQAS3. Los genes DQB1, DQB2, DQB3, DQB4, DQB5 son altamente polimorficos

y presentan aproximadamente 52 alelos cada uno (Takeshima & Aida, 2006).

En los genes clase b, los genes DY solo se encuentran en los rumiantes exhiben
altos niveles de polimorfismo y son transcritos en células dendriticas. Los analisis
de expresion demostraron la capacidad de los genes DY para trasladar diferentes

cadenas polipepticas a y B del BoLA clase Il (Ballingall et al., 2004).

Los genes DM y DQ solo pueden ser secuenciados usando cebadores derivados
de humanos (Niimi et al., 1995). Los genes LMP2 y LMP7 codifican subunidades
del proteasoma, y los genes TAP1 y TAP2 codifican moléculas de envoltura y
péptidos de transporte desde el citosol al lumen del reticulo endoplasmatico
(Takeshima & Aida, 2006).

Los genes clase lll codifican proteinas de complemento, implicadas en la

destruccion de células extrafias (Tamarin, 1996).
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2.4 GEN BOLA-DRB3

2.4.1 Polimorfismos del gen BoLA-DRB3.2*

Diferentes autores han estudiado la variabilidad de este gen en distintas razas,
tanto criollas como comerciales (Tabla 1). Kelly et al, (2003) estudiaron los
polimorfismos de este gen en bovinos criollos de Uruguay (BCU) comparado con
bovino criollo Argentino (BCA). Detectaron 22 alelos, doce de los cuales resultaron
comunes. El indice de Heterocigosidad esperado (He), fue mayor para la
poblacién de BCU (He= 0.911) frente a BCA (He= 0.888).

En la raza colombiana Blanco orejinegro (BON) el alelo mas frecuente fue el
DRB3*11 (Martinez et al., 2005). En bovinos de la raza Jersey (N = 172) se
identificaron 24 alelos, nueve alelos que no habian reportado para la raza
(Gilliespie et al., 1999). Miretti et al, (2001), en bovinos de Sur América (criollo
Argentino, Caracu, Pantaneiro) identificaron 24 alelos. Dietz et al, (1997a) en
bovinos Holstein, encontraron que el alelo mas frecuente para esta raza fue el
DRB3*08 (0.21) y DRB3*11 (0.18). En el ganado Japonés de cuerno corto
Takeshima et al, (2002) identificaron 21 alelos con frecuencias entre 0.03 y 0.16,
siendo el mas frecuente el DRB3*08 y los menos frecuentes DRB3*16 y DRB3*19.
Ripoli et al, (2004b) utilizando la técnica PCR-SSCP, encontraron 7 alelos, con
ayor valor de he para el ganado Brahman y menor para Jersey con 0.81 y 0.26

respectivamente.
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Tabla 1. Reportes de la variabilidad del gen DRB3.2 en ganados del mundo.

Tamafo Numero Heterocigocidad

Ganado de de esperada Alelos con frecuencia mayor a 0.05 Referencias
muestra alelos

BON Criollo Colombiano 140 31 DRB3.2*11, *34, *1, *12 Martinez et al., 2005
Saavedreno 125 22 0.91 DRB3.2*16, *36, *8, *11, *27, *37, *7 Ripoli et al., 2004b
Criollo Argentino 194 21 0.87 DRB3.2*5, *15, *18, *20, *24, *27 Giovambattista et al., 1996
Criollo Argentino 230 26 DRB3.2*24, *16, *22, *11, *8, *23 Juliarena et al., 2008
Holando Argentino 81 17 0.89 DRB3.2*10, *8, *24 *15 Panei et al., 2009
Criollo Uruguayo 51 22 0.91 DRB3.2*15, *3, *16 *18 Kelly et al., 2003
Chihuahua Criollo Mexicano 47 18 0.83 DRB3.2*24, *19, *15, *ibb Fernandez et al., 2008
Tamaulipas Criollo Mexicano 51 34 0.92 DRB3.2*23, *24, *39 Fernandez et al., 2008
Sistani Irani 100 19 DRB3.2*8, *34, *15, *44 Tahmoorespur et al., 2007
Sistani Irani 150 23 DRB3.2*34, *8, *15, *21, *11 Sadeghi et al., 2008
Sistani Irani 65 32 DRB3.2*8, *10, *20, *34 Mohammadi et al., 2009
Kankrej 50 21 DRB3.2*34, *15, *6, *20, *37, *46 Behl et al., 2007
Aberdeen Angus 65 16 0.87 DRB3.2*36, *8, *4, *15, *22, *20, *10 Golijow, 1996
Gyr Brasilero 1058 37 DRB3.2*19, *27, *16, *8, *35 Do Nascimento et al., 2006
Gyr Brasilero 28 DRB3.2*6, *35, *5, *31 Mota et al.,2002
Gyr 490 27 ND DRB3.2*20, *27, *16, *29, *35 Machado et al., 2005
Gyr 344 20 DRB3.2*27, *16, *3, *23, *20 Martinez et al., 2006
Jersey 172 24 0.895 DRB3.2*8, *10, *15, *17, *21, *36, *ibe Gilliespie et al.,1999
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Continuacién Tabla 1. Reportes de la variabilidad del gen DRB3.2 en ganados del mundo.

Tamaino de Numero Heterocigocidad

Ganado muestra  de alelos esperada Alelos con frecuencia mayor a 0.05 Referencias
Jersey 66 13 0.886 DRB3.2*7, *10, *17, *21, *28, *32 Sharif et al,. 1998
Holstein 1100 26 0.741 DRB3.2*3, *7, *8, *11, *16, *22, *23, *24 Dietz et al., 1997a,b;
Holstein 60 14 DRB3.2*22, *7, *8, *11, *16, *22, *23, *25 Sharif et al,. 1998
Holstein 835 27 0.872 DRB3.2*23, *22, *8, *16, *7, *24 Saama et al.,2004
Holstein Canadiense 328 DRB3.2*8, *22, *24, *11, *16, *3, *23 Rupp et al., 2007
Holstein Irani 50 27 DRB3.2*24, *11, *22, *16, *8 Parnian et al., 2006
Holstein C°|°mb'anc,’ 66 27 DRB3.2723, 722, 724,716,733, 8 Zambrano et al.,2009a
Cruce BONxHolsterin 25 DRB3.2*23, *24, *20, *22, *37 , *28
Ayrshire 129 18 0.821 DRB3.2*8, *7, *28, *8, *10, *24 Udina et al., 1998
Black Pied 127 21 0.904 DRB3.2*22, *24, *11, *16, *18, *23, *8, *27 Udina et al., 1999
Norwegian Red 523 27 DRB3.2*7, *8, *26, *28, *24 Kulberg et al., 2007
Shorthorn Japones 352 21 DRB3.2*8, *9, *21, *30, *33, *26, *24 Takeshima et al., 2002
Brahman 568 37 0.843 ND Maillard et al., 1999
Cebu Brahman 22 11 DRB3.2*11, *34, *18, *23 Martinez et al., 2005
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2.4.2 Asociacion del BoLA-DRB3 con enfermedades y caracteristicas
productivas

Los genes del CMH son muy interesantes para los criadores de animales y
genetistas, porque estan asociados con resistencia o susceptibilidad a una amplia
serie de enfermedades. Los genes BoLA han sido asociados con enfermedades
como la mastitis y la leucemia viral bovina inducida y con otras caracteristicas
como produccion de leche, crecimiento y respuesta inmune (Takeshima & Aida,
2006).

Algunos polimorfismos en el gen BoLA-DRB3 se han relacionado con el desarrollo
de resistencia o susceptibilidad al VLB asociado con la LBE. Estudios previos con
infeccidén del VLB revelaron que la presencia de los aminoacidos Glu-Arg (ER) (en
la posicion 70-71 de la cadena BoLA-DRpB) estd asociada con resistencia a
linfocitosis persistente, los alelos que codifican el motivo ER son DRB3*11,
DRB3*23 y DRB3*28 (Lewin et al., 1988; Xu et al., 1993).

Estudios posteriores confirmaron la asociacion del alelo DRB3*11 (Sulimova et al.,
1995; Zanotti et al., 1996; Mirsky et al., 1998), DRB3*23 y DRB3*28 (Sulimova et
al., 1995) con resistencia a LP, y de los alelos DRB3*8 (Zanotti et al., 1996;
Sulimova et al., 1995), DRB3*16, DRB3*22 y DRB3*24 con susceptibilidad a LP
(Sulimova et al., 1995).

Los alelos del BoLA-DRB3 que codifican Glu, Arg y Val (en las posiciones 74, 77 y
78 de la cadena BoLA-DRp) estan asociados con resistencia al desarrollo de
tumores (Aida, 2001). Otros estudios relacionados con rasgos de produccién y

enfermedades se consignan en la Tabla 2.
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2.5 LAS RAZAS BOVINAS CRIOLLAS Y COLOMBIANAS

Las razas bovinas criollas son el producto de un largo proceso de seleccidn
natural a partir de los bovinos introducidos por Cristobal Colén en el ano de 1493.
Los primeros bovinos que llegaron a América arribaron por la isla La Espafiola
(hoy conocida como Santo Domingo), luego a Santa Marta, donde formaron el
primer nucleo ganadero que después fue distribuido a todo el pais (Casas y
Valderrama, 1998).

Colombia posee ocho razas criollas producto de mas de 500 afios de adaptacion y
dos razas colombianas o sintéticas, como resultado producto del cruce de razas

criollas con razas comerciales.

La raza Blanco Orejinegro es reconocida por su capacidad de produccion de
carne y leche bajo condiciones desfavorables del tropico; su habitat natural se
encuentra en las estribaciones de la cordillera central y occidental, entre 800 y
1800 m.s.n.m., con temperaturas que oscilan entre 18 y 24°C. Cuenta con una
poblacién efectiva de 2866 animales puros que corresponde al 12% del ganado

criollo del pais (Martinez, 1999).

38



Tabla 2. Asociacion de los alelos BoLA-DRB3.2* con enfermedades y caracteristicas productivas en
diferentes ganados.

Alelos Asociados
negativamente
(susceptibilidad,
disminucion)

Tamafio Alelos Asociados
Ganado de Enfermedad/caracter positivamente
muestra (resistencia, aumento)

Referencias

Holando Argentino

Holstein 7 Linfocitosis persistente DRB3.2*11 Mirskt et al., 1998
Criollo Argentino 230 Carga proviral DRB3.2*11, *12 DRB3.2*16 Juliarena et al., 2008
BON Colombiano 140 Bruselosis DRB3.2*23, *26, *31 Martinez et al., 2005
Gyr 344 Resistencia a Garrapatas DRB3.2*8, *16, *20, *27 Martinez et al., 2006
Gyr 490 Produccion de leche DRB3.2*16, *29 Machado et al., 2005
Proteina en leche DRB3.2*7 DRB3.2*6
Gyr Brasilero 1058 Grasa en leche DRB3.2*54 Do Nascimento et al., 2006
Mastitis (SCC) DRB3.2*3, *31
Mastitis (SCC) DRB3.2*3, *11 DRB3.222, *23
Holstein Canadiense 328 Respuesta inmune por anticuerpos DRB3.2*2, *24 DRB3.2*22 Rupp et al., 2007
Respuesta inmune por celulas DRB3.2*22 DRB3.2*2, *24
Mastitis subclinica DRB3.2733 DRB3.2"8
Holstein Colombiano 66 Produccion de leche DRB3.2736 Zambrano et al.,2009bc
Produccion de grasa en leche DRB3.2"8, *22, *36
Produccion de proteina en leche DRB3.2*33
Norwegian Red 523 Mastitis clinica DRB3.2*7, *11, *18, *24 DRB3.2*22, *26 Kulberg et al., 2007

81

Linfocitosis persistente

DRB3.2*11, *23, *28

DRB3.2*22, *24

Panei et al., 2009
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El ganado Romosinuano, esta adaptado a las condiciones del Valle del Sinu,
zona climatolégica de Bosque Seco Tropical (BST), con temperatura media de
27.5°C y 83% de humedad relativa (Martinez, 1999). Segun la FAO se encuentra
clasificada como “vulnerable” desde el punto de vista de la conservacion. El

numero de vientres es 1124 animales y 86 toros.

El Costeifio con Cuernos, habita las llanuras costeras, esta adaptado a
temperaturas alrededor de 27.5 °C con 1233 mm de precipitacion anual. Se
clasifica de doble propdsito y sus caracteres fenotipicos raciales estan bien
definidos (Sotolongo, 1999).

En el Valle de Lebrija (Santander) se encuentra la raza Chino Santandereano
considerada en situacion “critica”, puesto que pas6 de 606 animales en 1986 a
368 animales en 1999 (CORPOICA, 2006).

La Raza Sanmartinero esta adaptada a las sub-regiones del Orinoco, zonas de
Bosque Humedo Tropical y Muy Humedo Tropical, temperatura media de 26 °C,
humedad relativa (HR) de 87% en época lluviosa y 55% en la época seca
(Sotolongo, 1999). Existen 3.166 cabezas de ganado, distribuidas en los Bancos
de Germoplasma de ICA-CORPOICA, en hatos de multiplicacion de la Secretaria
de Agricultura y de la Universidad de los Llanos y en poder de algunos particulares
(ASOCRIOLLO, 2007).

En las sabanas inundables de los departamentos de Arauca y Casanare habita la
raza Casanarefio cuyo principal uso es la produccién de carne en forma extractiva
y extensiva tradicional (ASOCRIOLLO, 2007). Segun el ultimo censo esta

clasificada como “vulnerable”, con 5663 animales puros.
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La raza Caquetefio habita en condiciones del Caqueta con temperatura media
anual de 26 °C y HR de 88%. El estado de la poblacién se clasifica como “critico”,
puesto que solo se conservan dos explotaciones con una poblacién de tan solo
159 animales, de las cuales 72 son hembras en edad reproductiva (Martinez,
1999).

La raza Hartéon del Valle se origind de bovinos introducidos por los espafioles
alrededor de 1539; se explota principalmente en sistemas de doble propdsito
(Casas y Valderrama, 1998). La poblacién se estima cerca de 5500 animales y

esta ubicada en la categoria de “vulnerable” (Duran et al.,1997).

La raza Veladsquez es producto de la hibridacién del ganado criollo Romosinuano
(25%), el Cebu Rojo (25%) y el Red Poll (50%) que aportaron fertilidad y
adaptacién al medio tropical calido Colombiano, rusticidad y resistencia a
parasitosis y precocidad y produccion de carne, respectivamente (CORPOICA,
2006). Se ha reportado un descenso en el numero de efectivos y explotaciones
puesto que de 16 fincas y 3083 animales en 1986 se redujo a 9 fincas y 755

animales puros en 1999 (Martinez, 1999).

El nucleo de la raza Lucerna se origind en la hacienda "Lucerna", en
Bugalagrande, (Valle del Cauca), desde donde se ha promocionado y fomentado
para diferentes regiones tropicales del pais (ASOCRIOLLO, 2007). Es uno de los
pocos esfuerzos genéticos de combinar razas del norte de Europa con ganados
criollos, generando asi la raza sintética, formada por Harton del Valle (30%),
Holstein (40%) y Shorthorn (30%) (CORPOICA, 2006).
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2. MATERIALES Y METODOS

3.1 MUESTRAS DE ADN

Se utilizaron 30 muestras de ADN tomadas aleatoriamente de cada raza de
ganado criollo colombiano (GCC) Blanco orejinegro (BON), Casanarefio (CAS),
Costefio con Cuernos (CCC), Chino Santandereano (ChS), Caquetefio (CQT),
Harton del Valle (HV), Lucerna (LUC), Romosinuano (RS), San Martinero (SM) y
Velasquez (VEL) y de las razas controles Holstein (H) y Brahman (B), del banco
de ADN del Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia sede Palmira (Tabla 3). Las extracciones habian sido realizadas

mediante el protocolo de Salting Out.

3.2 CUANTIFICACION DEL ADN

La concentracion del ADN se determiné utilizando ADN del bacteriéfago lambda,
utilizando concentraciones conocidas, visualizado mediante geles de agarosa al
0.8 % tenido con Bromuro de etidio (Hernandez et al., 2007). EI ADN fue diluido a
20 ng/pl.
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Tabla 3. Origen de las muestras del Banco de ADN del Laboratorio de
Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

Raza Municipio/Departamento Finca N
BON Popayan/Cauca El Medio 30
CAS Arauca/Arauca Arrecifes 30
CCC Campeche/Atlantico Villa Soco 30
Chs San Gil/Santander Ojo de Agua y Los Pozos 11
San Alberto/Santander El Trofeo 19

caT Florencia/Caqueta San Isidro 9
Morelia/Caqueta Villa Mery 21
Bugalagrande/Valle del Cauca San Rafael 2

BugaValle del Cauca Procampo 1
Jamundi/Valle del Cauca Capricho 4

HY Palmira/Valle del Cauca Granja Mario Gonzales Aranda 1
Ondina 17

Roldanillo/Valle del Cauca Arenales 1

Jamaica 1

Tulua/Valle del Cauca Sanjon Hondo 3
RS Sincerin/Bolivar La Bonanza 30
SM San Martin/Meta Corinto 16
Iraca 14
LUC Bugalagrande/Valle del Cauca Lucerna 30
VEL Dorada/Caldas Africa 30
Palmira/Valle del Cauca Corpoica 8

El Castillo 6

H Yotoco/Valle del Cuca Chiquique 5
Samanes 9

Candelaria/Valle del Cauca Gran Capricho 1
Roldanillo/Valle del Cauca Arenales 1
Restrepo/Valle del Cauca El Aguacate 9
B Roldanillo/Valle del Cauca Santa Ines 12
Jamundi/Valle del Cauca Capricho 9

Total 360




3.3 DETECCION DEL PROVIRUS DE LA LEUCOSIS VIRAL BOVINA

3.3.1 Extraccion de ADN de los controles de PCR

Se utilizaron controles positivos y negativos para las reacciones de PCR; el ADN
se extrajo a partir de muestras de suero sanguineo suministrados por el Instituto
de Genética de la Universidad Nacional de Colombia (sede Bogota). Se tomaron
0,2ml de suero y se trataron con 0,5mg/ml de proteinasa K en presencia de 25mM
de Tris HCI (pH 7,8), 2.5mM de EDTA y 0,5% de SDS durante 2 horas a 60°C;
luego se hizo un lavado con Fenol:Cloroformo (25:24) y otro con Cloroformo, se
precipitd con Etanol; el pellet de ADN se lavé con Etanol al 70% y se resuspendié
con TE 1X (10mM Tris HCI pH 8,0; 1TmM de EDTA) (Klein et al., 1997).

3.3.2 Amplificacion

Utilizando la técnica PCR-anidado se amplificd una regién altamente conservada
del gen env viral (Beier et al., 2001).

La primera reaccion se realizdé a un volumen final de 30 ul que contenia 20-100 ng
de ADN, 1,25 mM de cada oligonucleétido (F-TCTGTGCCAAGTCTCCCAGATA y
R-AACAACAACCTCTGGGGAGGGT), 0.2 mM de cada dNTP, 1X de tampdn
PCR, 2.5 mM MgCl2 y 1U de Tag DNA Polimerasa. En la segunda reaccion se
utilizd como ADN molde 3 ul del producto de PCR de la primera amplificacién, las
mismas concentraciones de los otros reactivos y los oligonucleétidos F-
CCCACAAGGGCGGCGCCGGTTT y R-GCGAGGCCGGGTCCAGAGCTGG. EI
perfile térmico incluye una etapa de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5
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minutos, seguido por 40 ciclos de 94°C durante 30 segundos, 57°C durante 30
segundos y 72°C durante 1 minuto, para terminar con una extension final a 72°C

durante 5 minutos.

En la segunda reaccion las condiciones de amplificacion fueron las mismas,
excepto que la temperatura de hibridacion que se aumenté a 68°C (Beier et al.,
2001).

3.3.3 Electroforesis

La identificacion de los animales positivos a la presencia del provirus se hizo
mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%. La presencia de una banda de

444 pares de bases indica que el animal posee el virus.

3.4 POLIMORFISMOS DEL GEN BOLA-DRB3.2

3.4.1 Amplificacién del gen DRB3

La amplificacion del segundo exén del gen BolLA-DRB.3, se obtuvo por un
protocolo de PCR de dos pasos (semi-anidado) (Van Eijk et al., 1992). En las
reacciones de PCR se utilizaron los oligonucledtidos: HLO30 (5’ATCCTC
TCTCTGCAGCACATTTCC3’), HL 031 (5 TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCT-
3’), HLO32 (5-TCGC CGCTCAGTGAAACTCTC-3). En la primer reaccién de
amplificacion se utilizaron los oligonucleétidos HLO30 y HL031 (1.25mM), en 25yl
de mezcla total, con 20 a 40ng de ADN, 0.2 mM de cada dNTP, 1X de tampon
PCR, 2.5 mM MgCl2 y 1U de Tag DNA Polimerasa. El programa de amplificacion
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constd de una desnaturalizacion inicial de 4 minutos a 94°C, 10 ciclos de 1 minuto
a 94°C, 2 minutos a 60°C y 1 minuto a 72°C, con una extension final de 5 minutos
a72°C (Dietz et al., 1997).

Para realizar la segunda reaccidén se tomaron 4ul de la primera reaccién de PCR
utilizando los oligonucleé6tidos HLO30 y HLO32 en un volumen total de 50ul, con las
mismas concentraciones de dNTP’s, tampon PCR, MgCl2 y Taqg DNA polimerasa.
El programa de amplificacion consté de una desnaturalizacion inicial de 4 minutos
a 94°C y 25 ciclos de 1 minuto a 94°C, 30 segundos 65°C y 1 minuto a 72°C, con
una extension final de 5 minutos a 72°C. El producto de ambas reacciones es una
banda de 282 pares de bases (Dietz et al., 1997).

3.4.2 Restriccion

Los fragmentos de ADN amplificados en la segunda reaccion fueron utilizados
como sustrato para la digestion con las endonucleasas de restriccién Rsal, Bstyl y
Haelll. 10ul del producto de PCR fueron digeridos con 5 U de cada enzima a 37°C
durante 4 horas (Dietz et al., 1997).

3.4.3 Electroforesis

La electroforesis se realizo en geles de agarosa SFR (Super Fine Resolution) al
3% y tefidos con bromuro de etidio. La lectura de los alelos se bas6 en la
nomenclatura del 5th BoLA workshop (BoLA Nomenclature, International, Society

for Animal Genetics) (www2.ri.bbsrc.ac.uk /bola/drb3pcr.htm.) Anexos 1y 2.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Para los analisis estadisticos se formaron los siguientes grupos: criollos (BON,
CAS, CCC, ChS, CQT, HV, RS y SM), razas sintéticas colombianas (RSC) (LUC y
VEL) y controles (H y B); segun tipo: carne (CAS, CQT, RS, SM y VEL) y leche
(BON, CCC, ChS, HV y LUC); segun origen de muestreo: Norte (CCC, ChS y RS),
Centro (VEL) Oriente (CAS y SM) y Sur Occidente (BON, CQT, HV y LUC).

Se determind el porcentaje de presencia del virus para cada raza. Se realizaron
pruebas de X2 para determinar dependencia entre el virus y la raza, la region de

muestreo, tipo de ganado y sexo, utilizando el software SAS version 9.1.

Para el gen BoLA-DRB3.2* se determind el numero de alelos, las frecuencias
alélicas, la Heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), el equilibrio de Hardy
— Weinberg (EHW) y la estructura genética, inferida a partir del AMOVA basado en
las frecuencias génicas de las poblaciones o razas como un grupo, el coeficiente
de endogamia (Fis) y el coeficiente de diferenciacién genética (Fst) utilizando el
programa ALERQUIN version 3.1 (Excoffier et al., 2005).

Para asociar la presencia del virus con los alelos del gen BoLA-DRB3.2* se
determiné el Odds Ratio (OR), que indica la frecuencia relativa de la exposicion
entre los casos y los controles utilizando el software SAS version 9.1. Los valores
de OR mayores que 1 indican que estos animales corren bajo riesgo de presentar
el virus y fueron considerados como resistentes a la presencia del virus
(asociacion positiva), valores de OR menores que 1 indican que estos animales

corren alto riesgo de presentar el virus y fueron considerados susceptibles
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(asociacion negativa), valores de OR cercanos a 1 fueron considerados como
neutros. Se realizd un test exacto de Fischer para determinar la significancia

estadistica de los valores de OR usando el software SAS version 9.1.
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4. RESULTADOS
4.1 PRESENCIA DEL VLB EN LAS RAZAS CRIOLLAS Y COLOMBIANAS.

La Figura 3 muestra el producto amplificado de PCR de 444 bp y los controles
positivos y negativos y en la Tabla 4 el porcentaje de presencia del virus en los

diferentes grupos genéticos.

500bp

444bp 400b5

200bp

Figura 3. Producto de PCR amplificado Carriles 1 y 6: marcador de peso
molecular 100bp; carril 2: testigo positivo; carril 3: testigo negativo; carril 4:
individuo positivo a la presencia del virus; carril 5: individuo negativo a la
presencia del virus.
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La mayor presencia del virus lo presentaron las RSC (50%) seguido por los

controles (45%) y por ultimo los criollos (26.7%) (Tabla 4).

El porcentaje de presencia del VLB fue muy alto en las criollas HV y ChS (83.3% y

60%, respectivamente) mientras que en CAS, CCC y CQT fue menor (26,7%,

23.3% y 16.7% respectivamente); no se encontrd presencia del virus en las razas

BON, SM y RS. Las razas LUC y VEL presentaron el mismo porcentaje de

presencia del virus (50%) y en los controles la presencia del virus fue mayor en H

(83,3%) que en B (6,7%).

Tabla 4. Porcentaje de presencia del VLB en el ganado Criollo, RSC y

controles.
GANADOS RAZAS N PRESENCIA,%
BON 30 0
CAS 30 26.7
ccce 30 26.7
CRIOLLOS chs 30 %0
cQT 30 16.7
HV 30 83.3
RS 30 0
SM 30 0
RSC LUC 30 50
VEL 30 50
CONTROLES B %0 o7
H 30 83.3
CRIOLLOS 26.7
PROMEDIOS RSC >0
CONTROLES 45.0
TOTAL 38.2
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Los porcentajes de presencia del virus por finca, municipio y departamento se
detallan en la Tabla 5. De acuerdo con la region de muestreo, los ganados de la
zona Norte de Colombia (CCC, ChS y RS) mostraron un 25% de presencia del
virus, el 13% en la region oriental (CAS y SM), el 50% en la region central (VEL) y
33% al sur occidente (BON, CQT, HV y LUC).

La presencia del virus fue mayor en las hembras que en los machos tanto en los
criollos (21.7% y 4.6% respectivamente), como en RSC (40% y 10%,

respectivamente) y en los controles (43.3% y 1.7%) (Tabla 6).

La prueba de independencia o asociacidon mediante chi-cuadrado (X?) dio como
resultado que la presencia del virus depende del manejo de la raza dentro de cada
hato (X?c=209.62 (P<0.001). Igualmente se detectd asociacidén entre presencia del
virus y el sistema de produccion (carne o leche) (X2c =27.98 (P<0.001)) y con la
region geografica (X?c =63.88 (P<0.001)). Sin embargo, la presencia del virus no

fue significativa con respecto al sexo (X?c =0.0842 (P<0.0771)).
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Tabla 5. Porcentaje de presencia del VLB por finca en el ganado Criollo, RSC
y controles.

GRUPO RAZA MUNICIPIO/DEPARTAMENTO FINCA N PRESENCIA,%

BON Popayan/Cauca EM 30 0,0

CAS  Arauca/Arauca ARR 30 26,7

CCC Campeche/Atlantico VS 30 23,3

chs San Gil/Santander OAyLP 11 18,2

San Alberto/Santander ET 19 84,2

cat Florencia/Caqueta Si 9 1.1
Morelia/Caqueta VM 21 19,0
Bugalagrande/Valle del Cauca SR 2 100,0
CRIOLLOS Buga/Valle del Cauca PPO 1 100,0
Jamundi/Valle del Cauca CAP 4 75,0
HV Palmira/Valle del Cauca MGAUN 1 100,0

ON 17 82,4
Roldanillo/Valle del Cauca ARN 1 100,0
JA 1 100,0
Tulua/Valle del Cauca SH 3 100,0

RS  Sincerin/Bolivar LB 30 0,0

SM  San Martin/Meta co 16 0.0

IRA 14 0,0

RSC LUC Bugalagrande/Valle del Cauca LCN 30 50,0
VEL  Dorada/Caldas AF 30 50,0
Candelaria/Valle del Cauca EA 1 100,0
Roldanillo/Valle del Cauca SIS 1 100,0

B Restrepo/Valle del Cauca CAP 9 11,1
Roldanillo/Valle del Cauca SIS 12 8,3

CONTROLES Jamundi/Valle del Cauca CAP 9 0,0
Palmira/Valle del Cauca CRP 8 100,0
H EC 6 100,0
Yotoco/Valle del Cuca cQQ 5 100,0

SAM 9 44 .4
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Tabla 6. Porcentaje de presencia del VLB por sexo en el ganado Criollo, RSC
y controles.

SEXO
GANADO RAZA MACHOS HEMBRAS
N PRESENCIA,% N PRESENCIA,%
BON 8 0.0 22 0.0
CAS 6 3.3 24 23.3
CCC 3 3.3 27 20.0
ChS 5 16.6 25 43.3
CRIOLLOS caQrt 5 0.0 25 16.7
HV 4 13.3 26 70.0
RS 7 0.0 23 0.0
SM 3 0.0 27 0.0
LUC 0 0.0 30 50.0
RSC VEL 11 20.0 19 30.0
B 1 3.3 29 3.3
CONTROLES H 0 0.0 30 83.3
CRIOLLOS 41.0 4.6 199.0 21.7
PROMEDIOS RSC 11 10.0 49 40.0
CONTROLES 1 1.7 59 43.3

4.2 POLIMORFISMOS DEL GEN BOLA-DRB3.2

Se analizaron 360 animales, de los cuales 240 son criollos, 60 RSC y 60 a razas
controles. El 58% de los alelos encontrados en el ganado criollo y el 36% de los
controles tuvieron frecuencias menores a 5% (Tabla 8). Los alelos con frecuencias
superiores a 5% en la poblacion de GCC fueron: BoLA-DRB3.2 *28 (0.15), *37
(0.128), *24 (0.089), *23 (0.093) y *20 (0.078) y en los ganados controles fueron
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los BoLA-DRB3.2 *13 (0.167), *37 (0.15), *36 (0.09), *23 (0.079), *28 (0.061) y el
*25 (0.052).

Se encontro un total de 41 alelos BoLA-DRB3.2*, de los cuales 20 también
estuvieron presentes en las razas controles B y H. La distribucion de los alelos de
acuerdo con la raza se muestra en la Tabla 7. Los alelos BOLA-DRB3.2 *23, *36 y
*37 se encontraron en todas razas; los alelos *20 y *28 en nueve poblaciones, los
alelos *15 y *24 en ocho poblaciones, el alelo *17 en siete poblaciones, el alelo *16
en seis poblaciones, los alelos *10 y *26 en cinco poblaciones, los alelos *25, *42 'y
*44 en cuatro poblaciones, los alelos *2, *3, *6, *13, *21, *34 y *43 en ftres
poblaciones, los alelos *8, *12, *14, *18, *21 y *27 en dos poblaciones y los alelos
*7, *9 , *11, *19, *32, *33, *35, *39, *41, *45, *46, *48, *50 y *51 en solo una
poblacion.

El ganado CQT tuvo el mayor numero de alelos (25 alelos) y el ChS el menor (10
alelos), mientras, que en RSC el mayor numero de alelos lo presento el LUC (13
alelos) y en las razas controles el B (16 alelos). EI numero de alelos promedio
(NPA) para cada una de las razas se presenta en la Tabla 7.El NPA para la
poblacion total fue de 14.6 + 3.8, valor similar al encontrado en las razas criollas
(14.6 £ 4.6) y menor al de RSC (12.5£0.71). En los controles el NPA fue mayor (15
+1.41).

La raza CQT presento el mayor numero de alelos unicos (8) entre ellos *7, *11,
*19, *32, *35, *46, *48 y *51. La raza BON presentd un alelo unico (*9) al igual
que SM (*33), RS (*39), CAS (*45), LUC (*41) y VEL (*50). Las razas controles no

mostraron alelos uUnicos.
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Tabla 7. Niumero promedio de alelos (NPA) y distribucion en el ganado criollo, RSC
y controles.

Alelo Razas
BoLA- Criollos RSC Control Total
DRB3.2* BON CAS CCC ChS CQT HV RS SM LUC VEL H B
*2 -- -- -- -- X - X -- X X X - 6
*3 -- -- -- -- - -- X X -- - X X 4
*6 -- X -- -- -- X -- -- X -- -- X 4
*7 -- -- -- -- X -- -- - -- - -- -- 1
*8 -- -- - - X X - - - - X X 4
*9 X -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 1
*10 -- -- X -- X X X -- X X X 7
*11 -- -- -- - X -- -- - -- - -- -- 1
*12 -- X - - X -- - - - - -- X 3
*13 X X -- -- -- - - X - -- -- X 4
*14 -- X -- -- -- -- -- X -- -- -- -- 2
*15 -- X X X X X - X X X -- X 9
*16 -- X X X X -- X - - X X X 8
*17 X -- X - X X X X - X X X 9
*18 X -- -- -- -- -- X -- -- -- -- -- 2
*19 -- -- -- -- X -- -- - -- - -- -- 1
*20 - X X X X X X X X X - X 10
*21 X - -- -- -- X X -- -- -- -- -- 3
*22 -- X -- X -- -- -- -- -- -- -- -- 2
*23 X X X X X X X X X X X X 12
*24 X X X X - X - X X X X -- 9
*25 X X -- -- X - -- -- X -- X X 6
*26 X -- X -- X -- X -- X -- X -- 6
*27 X -- X - -- -- - -- - -- -- -- 2
*28 X -- X X X X X X X X X - 10
*32 -- -- -- -- X -- -- - -- - -- -- 1
*33 -- -- -- -- -- -- -- X -- -- -- -- 1
*34 -- X - X X -- - - - - -- X 4
*35 -- -- - - X -- - - - - -- -- 1
*36 X X X X X X X X X X X X 12
*37 X X X X X X X X X X X X 12
*39 -- -- -- -- - -- X - -- - -- -- 1
*41 -- -- - - - -- - - X - -- -- 1
*42 -- -- -- -- X X X - X - -- -- 4
*43 X X -- -- -- X -- -- -- -- X X 5
*44 X X - -- X -- X -- -- - -- -- 4
*45 -- X - - - -- - - - - -- -- 1
*46 -- -- -- -- X -- -- - -- - -- -- 1
*48 -- -- -- -- X -- -- -- -- -- -- --
*50 -- -- -- -- - -- -- - -- X -- -- 1
*51 -- -- - - X -- - - - - -- -- 1
NPA 15 17 12 10 25 14 16 12 13 12 14 16 14.6+3.8
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Tabla 8. Frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB3.2 en el GCC y razas control.

Alelo Criollos RSC Controles TOTAL TOTAL
BON CAS ccc Cchs car HV RS SM LUC VEL H B GCC CONTROL

*2 0.051%0.03 0.02+0.01 0.02+0.01 0.02+0.01 0.008+0.003 0.009+0.008

*3 0.033+0.02 0.033+0.02 0.02£0.01  0.02+0.01  0.02+0.01 0.008+0.003 0.017+0.012

*6 0.034+0.02 0.0830.04 0.02+0.01 0.051+0.03 0.0130.004 0.026+0.015

*7 0.02+0.01 0.001+0.001

*8 0.051+0.03 0.083%0.04 0.035+0.03 0.051+0.03 0.013+0.004 0.043+0.019

*9  0.02+0.01 0.001+0.001

*10 0.06+0.03 0.02£0.01  0.1%0.04 0.033x0.02 0.02£0.01  0.02+0.01 0.051+0.03 0.022+0.006 0.035+0.02

*11 0.051+0.03 0.005+0.002

*12 0.02+0.01 0.051%0.03 0.034+0.02 0.007+0.003 0.018+0.012

*13  0.02£0.01  0.02+0.01 0.05+0.03 0.327+0.06 0.009+0.004 0.167+0.035

*14 0.02+0.01 0.05+0.03 0.007+0.003

*15 0.034+0.02 0.02+0.01 0.125+0.04 0.09£0.04 0.02+0.01 0.02+0.01 0.034+0.02 0.02+0.01 0.02+0.01  0.034+0.007 0.009+0.008

*16 0.051+0.03 0.04+0.03 0.071+0.03 0.07+0.03 0.133%0.04 0.067+0.03 0.071+0.03  0.02+0.01 0.043+0.008 0.043+0.019

*17  0.02+0.01 0.02+0.01 0.051+0.03 0.05+0.03 0.083+0.04 0.02+0.01 0.067+0.03 0.035+0.03 0.02+0.01 0.031+0.007 0.026+0.015

*18  0.02+0.01 0.02+0.01 0.003+0.002

*19 0.02+0.01 0.001+0.001

*20 0.103+0.04 0.02+0.01 0.125+0.04 0.034£0.02 0.05:0.03 0.033+0.02 0.083%0.04 0.19+0.05 0.13310.04 0.034+0.02 0.0780.011 0.017+0.012

*21  0.071%0.03 0.02+0.01  0.10.04 0.02+0.005

*22 0.02+0.01 0.035+0.03 0.005+0.002

*23  0.071£0.03 0.137£0.05 0.040+0.03 0.142%0.05 0.07+0.03  0.2+0.01 0.067+0.03 0.033+0.02 0.07+0.03  0.1%0.04 0.0125+0.04 0.034+0.02 0.0930.012 0.079%0.025

*24  0.053+0.03 0.07+0.03 0.153%0.05 0.071+0.03 0.05+0.03 0.35%0.06 0.051+0.03 0.083+0.04 0.053+0.03 0.0890.011 0.026+0.015

*25  0.02#0.01 0.07+0.03 0.02+0.01 0.02+0.01 0.053+0.03 0.051+0.03 0.012+0.004 0.052%0.021

*26  0.03620.03 0.06+0.03 0.03420.02 0.05+0.03 0.02+0.01 0.02+0.01 0.019+0.005 0.009+0.008
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Continuacioén Tabla 8. Frecuencias alélicas del gen BoLA-DRB3.2 en el GCC y razas control.

Alel

*27
*28
*32
*33
*34
*35
*36
*37
*39
*41
*42
*43
*44
*45
*46
*48
*50
*51

Criollos RSC Controles TOTAL TOTAL
BON CAS cce Chs car HV RS SM LuUC VEL H B GCC  CONTROL
0.090.04 0.08+0.04 0.015£0.0
0.25£0.06 0.403£0.0 0.053:0.0 7,003 0.033:0.0 g o5.003 0-21620.0 0.155:0.0 34007 0.125%0.0 0.15£0.01  0.061£0.0
0.02+0.01 0.002+0.0
0.02+0.01 0.002+0.0
0.034:0.0 0.0360.0 (02,001 0.0510.0 0.009£0.0 0.026+0.0
0.02+0.01 0.002+0.0
0.035:0.0 0.051¥0.0 44904 0.17820.0 0.0510.0 5,003 0024002 0-033:0.0 0.0340.0 0.033:0.0 0.071:0.0 0.103%0.0 0.057%0.0 0.09:0.02
0.25:0.06 0103200 (05,001 0.1620.05 0-10320.0 0.067£0.0 (5,03 0.06740.0 33400 0.13320.0 0.196:0.0 0.103%0.0 0.128%0.0 0.150£0.0
0.066£0.0 0.007+0.0
’ 0.02+0.01 O-OO,A?}O-O
0.034:0.0 440,04 0024001 0.034:0.0 0.020£0.0
002+0.01 0.12+0.04 0.0330.0 0.071£0.0 4001 0.0170.0  0.043£0.0
0.036£0.0 ¢ 240,01 0.02:0.01 0.15£0.05 0.022£0.0
0.034£0.0 0.003+0.0
’ 0.020.01 o.oo:z}o.o
0.02+0.01 0.00310.0
0.033£0.0 0.003+0.0
0.02+0.01 ) 0-00:2}0-0
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En BON los alelos con mayor frecuencia fueron *37 (0.25), *28 (0.25) y *27 (0.09);
en CAS los alelos *23, *43 y *37 (0.14, 0.12 y 0.10 respectivamente); en CCC los
alelo *28 (0.40), *24 (0.15) y *36 (0.10); los alelos *36, *37 y *23 con frecuencias
de 0.18, 0.16 y 0.14 respectivamente, en ChS; en CQT la frecuencia mas alta la
presento el *37 (0.10) seguido por *15y *23 con 0.9 y 0.7 respectivamente; en HV
los alelos *23, *10 y *42 con 0.20 y 0.10 para los dos ultimos; los alelos *44, *16 y
*21 en el ganado RS con frecuencias de 0.15, 0.13 y 0.10 respectivamente y en la
raza SM los alelos * 24, *28 y *20 (0.35, 0.22 y 0.08 respectivamente).

En RSC los alelos BoLA-DRB3.2* mas frecuentes fueron 37, *20 y *28 (0.33, 0.19
y 0.16 respectivamente) en LUC vy *28, *20 y *37 (0.30 y 0.13 para los dos
segundos) en VEL.

En los ganados controles el B tuvo alta frecuencia de los alelos BoLA-DRB3.2*13,
*36 y *37 (0.33 y 0.10 para los segundos); el H presenté mayores frecuencias de
los alelos BoLA-DRB3.2*37, *28 y *36 (0,20, 0,13 y 0,07 respectivamente) (Tabla
8).

El promedio de He fue de 0.887+0.057 para los ganados criollos, mientras que
para RSC fue menor (0.844+0.022), la He en el razas control tuvo un valor similar
(0.883 + 0.003) (Tabla 9).

En general la He fue mayor que la Ho para todas las razas de ganado criollo y
controles (Tabla 9). La raza con mayor diversidad genética (He) fue CQT (0.96)

seguido por CAS y RS con 0.92, mientras que los valores mas bajos de He los
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presentaron CCC y SM (0.802 y 0.811, respectivamente). En las RSC el VEL

mostré mayor valor de He (0.860) que LUC (He = 0.828). En las razas controles el

mayor valor de He lo presentd el H con 0.904 y el B fue de 0.863.

Tabla 9. Heterocigocidad esperada (He) y observada (Ho), equilibrio Hardy-
Weinberg y valores de Fis en GCC, RSC y controles (* P (a<0.05); **P (a<0.01))

Ganado Raza He Ho EHW Fis
BON 0.864 0.679 ** 0.282**
CAS 0.929 0.880 * 0.073 ns
CCC 0.802 0.462 * 0.525**
. ChS 0.891 0.750 ** 0.226**
Criollos
CQT 0.961 0.862 * 0.136**
HV 0.912 0.885 * 0.021 ns
RS 0.924 0.600 ** 0.287**
SM 0.811 0.500 o 0.355**
RSC LUC 0.828 0.536 0.371
VEL 0.860 0.633 * 0.266**
H 0.904 0.870 ** 0.045 ns
Controles
B 0.863 0.607 o 0.300**
Criollo 0.887 + 0.057 0.702 £ 0.170 0.249**
Promedio RSC 0.844 + 0.022 0.585 + 0.07
Controles 0.883 + 0.003 0.738 +0.186

Todas las razas de ganado criollo se encontraron en equilibrio de Hardy-

Weinberg., aunque las razas criollas CAS y CQT y la RSC VEL no mostraron

diferencias altamente significativas (P<0.05).
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El valor promedio de Fis fue 0.249 (Tabla 9). En el ganado criollo los mayores
valores de endogamia lo presentaron CCC (0.525) y SM (0.355) y para RSC LUC
(0.371) (P<0.01). Los valores de endogamia mas bajos los tuvieron las razas CQT
y ChS con 0,136 y 0,226 (P<0,01). En las razas CAS y HV el valor Fis no fue
significativamente diferente de cero. Las demas razas tuvieron valores similares al

promedio general.

La estructura genética con varios niveles jerarquicos se muestra en la Tabla 10.
Los mayores valores de Fst lo mostraron las comparaciones entre criollos y
controles con 0.051 para B y 0.052 para H (P<0.01), mientras que las
comparaciones entre GCC y criollos con RSC tuvieron valores similares (0.044 y
0.043 respectivamente (P<0,01)).

4.3 ASOCIACION DE LAS FRECUENCIAS DEL GEN BOLA-DRB3.2 CON EL
VLB

La prueba de independencia de chi-cuadrado (X?) entre la presencia del virus y los
diferentes alelos dio como resultado que la presencia del virus esta asociada con
los alelos del gen BoLA-DRB3.2* (X2c=345.99 (P<0.001)).

La relacion entre los alelos del gen BoLA-DRB3.2* con resistencia o
susceptibilidad a la presencia del virus, se estim6é mediante el Odds Ratio (OR),
medida que indica la frecuencia relativa de la exposicion entre los casos y los
controles y solo se tuvieron en cuenta alelos con datos de ausencia y presencia
del virus (Tabla 11).
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Tabla 10. Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) con diferentes niveles de

estructura jerarquica en el GCC y controles (**P a<0.01).

Estructura Fuentes de Variacién GL Variacién (%) Fst
Entre poblaciones 9 4.48
Entre Criollos (GCC) Entre individuos dentro de poblaciones 290 23.83 0.044**
Entre individuos 300 71.69
Total 599
Entre grupos 1 0.41
Entre poblaciones dentro de grupos 8 4.32
Criollos Vs RSC Entre individuos dentro de poblaciones 290 23.77 0.043**
Entre individuos 300 71.50
Total 599
Entre grupos 1 4.46
Entre poblaciones dentro de grupos 9 4.92
GCCVsB Entre individuos dentro de poblaciones 307 21.6 0.051**
Entre individuos 318 69.02
Total 635
Entre grupos 1 2.99
Entre poblaciones dentro de grupos 9 5.41
GCCVsH Entre individuos dentro de poblaciones 306 21.2 0.052**
Entre individuos 317 76.38
Total 633

En el GCC se encontraron asociaciones positivas entre los alelos BoLA.DRB3.2

*21, *24 y *37 con ausencia del virus y asociaciones negativas entre los alelos

BoLA.DRB3.2 *6 y *42 con la presencia del virus. En los controles el alelo
BoLA.DRB3.2*13 tuvo asociacion positiva y los alelos BoLA.DRB3.2*23 y *28

asociaciéon negativa.
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Las frecuencias de los alelos con asociaciones positivas fueron mayores para los
alelos *24 y *37 (0.089 y 0.128, respectivamente) y menor para el alelo *21 (0.02).
El alelo *37 se encontro en todas las razas de GCC, el *21 solo en tres razas y el
*24 no se encontré en el CQT. Los alelos *6 y *42 con asociaciones negativas
tuvieron baja frecuencia (0.02 y 0.013, respectivamente). El alelo *6 solo se

encontré en 3 razas y el *42 en 4 razas.

En los ganados controles, el alelo con asociacion positiva *13 presento alta
frecuencia (0.16) y al igual que los alelos con asociacion negativa *23 y *28

presentaron frecuencias mayores al 5% (0.07 y 0.06).

El GCC y los ganados controles no compartieron alelos con la misma clasificacién.

De acuerdo con los resultados obtenidos con el OR los alelos fueron asignados en
tres categorias: S = susceptibles, R = resistente y N = neutral, por tanto en el GCC
los alelos BoLA.DRB3.2*21, *24 y *37 fueron considerados alelos de resistencia a
la presencia virus y los alelos BoLA.DRB3.2 *6 y *42 fueron considerados como
alelos susceptibles a la presencia del virus y de manera similar en los ganados

controles.

Segun la genotipificacion del gen DRB3*2 los individuos fueron clasificados como:
NN, NR, NS, RR, RS y SS, los resultados de esta clasificacion se muestran en la
Tabla 12.

Tabla 11. Calculo del OR para los alelos del gen BoLA-DRB3.2* en el GCC y
controles (N = neutral, S = susceptible, R = resistente).
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GCC

ALELO INTERVALO  TEST

BoLA- %'Eis\ﬁ:ﬁ'g‘ ngs?:d‘g OR DE EXACTO CATEGORIA
DRB3.2* CONFIANZA  FISHER

*3 1 4 052 0053 4653  1.00 N
6 6 2 040 0018 1025  0.02 s
-8 5 3 353 0834 14930  0.12 N
*10 7 6 1248 0821 7482 0413 N
*14 1 3 069 0071 6682  1.00 N
*15 6 14 090 0339 2371  1.00 N
*16 6 18 070 0272 1788 051 N
*17 8 10 169 0656 4358 031 N
*20 22 19 210 1374 4359  0.005 N
21 1 15 413 1273 32047 003 R
23 20 34 126 0701 2248 045 N
*24 13 37 719 1377 26835  0.035 R
*25 2 4 106 0192 5817  1.00 N
26 3 9 070 0187 2611 076 N
*97 2 6 067 0135 3372  1.00 N
8 27 61 091 0557 1489  0.80 N
*34 1 4 052 0057 4704  1.00 N
*36 16 16 123 1092 5432 030 N
*37 16 60 751 1678 25654  0.02 R
*42 7 4 036 0011 0095  0.04 s
*43 4 6 140 0390 5023 073 N
*44 1 12 047 0022 1313 007 N
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Continuacioén Tabla 11. Calculo del OR para los alelos del gen BoLA-DRB3.2*
en el GCC y controles (N = neutral, S = susceptible, R = resistente).

CONTROLES
ALELO INTERVALO  TEST
BoLA- %'Eis\ﬁ:ﬁ'g‘ ngs?:d‘g OR DE EXACTO CATEGORIA
DRB3.2* CONFIANZA  FISHER
3 1 1 130 0079 21413 081 N
g 2 3 0.86 0140 0785  0.72 N
*10 2 2 131 0178 9669  0.78 N
*13 2 17 878 1019 32679  0.001 R
*16 3 2 201 0322 12556  0.65 N
*17 1 2 064 0056 7.294  0.82 N
3 7 2 041 0025 0527  0.035 s
*24 3 1 409 0412 40657 032 N
5 2 3 086 0.140 0785 072 N
*28 6 1 012 0026 0542  0.041 S
*36 2 8 029 0060 1458  0.18 N
*37 11 6 280 0951 8247 007 N
43 3 2 201 0322 12556  0.65 N
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Tabla 12. Clasificacion de los genotipos del gen DRB3 de acuerdo a la Resistencia, Susceptibilidad o
Neutralidad a la presencia del virus en el GCC y controles. NN, neutral/neutral; NR, neutral/resistente; NS,
neutral/susceptible; RR, resistente/resistente; RS, resistente/susceptible; SS, susceptible/susceptible; P,
presencia del virus; A, ausencia del virus.

GANADO RAZA NN NR NS RR RS SS TOTAL POR RAZA
P A P A P A P A P A P A NN NR NS RR RS SS
1
BON 11 3 4 11 13 0 4 0 0
CAS 3 15 11 1 1 3 18 2 1 4 0 0
CcccC 5 13 1 6 1 18 7 0 1 0 0
CRIOLLO ChS 1 4 5 7 1 15 12 0 1 0 0
cQr 4 18 1 5 1 22 6 0 0 0 1
HDV 12 4 5 1 2 5 16 6 0 0 2 5
RS 18 4 1 2 18 4 1 2 0 0
1
SM 11 0 7 11 10 0 7 0 0
RSC LUC 6 4 5 56 1 2 4 1 10 10 1 6 0
VEL 12 8 2 5 1.2 20 7 0 3 0 0
2 5 2
SUB TOTAL 53 106 0 7 0 3 6 2 20 6 1
TOTAL 159 77 3 28 2 7 276
PORCENTAJE 57.6 27.9 1.1 10.1 0.7 25
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Continuacién Tabla 12. Clasificacion de los genotipos del gen DRB3 de acuerdo a la Resistencia,
Susceptibilidad o Neutralidad a la presencia del virus en el GCC y controles. NN, neutral/neutral; NR,
neutral/resistente; NS, neutral/susceptible; RR, resistente/resistente; RS, resistente/susceptible; SS,
susceptible/susceptible; P, presencia del virus; A, ausencia del virus.

GANADO RAZA NN NR NS RR RS SS TOTAL POR RAZA
P A P A P A P A P A P A NN NR NS RR RS SS
CONTROL B 1 18 1 19 19 1 0 10 0 0
15 4 1 4 1 5 19 1 5 0 0 5
SUB TOTAL 16 22 1.1 4 1 19 00 50
TOTAL 38 2 5 10 0 5 60
PORCENTAJE 63.3 3.3 8.3 16.6 0 8.3
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En el ganado criollo colombiano solo el 2.5% de los individuos fue categorizado
como SS, mientras que el 10.1% fue RR. De igual forma las categorias NN y NR
tuvieron el mayor numero de individuos (57.6% y 27.9% respectivamente), en la

categoria NS solo se encontraron el 1.1% y los individuos RS fueron el 0.7%.

En los ganados controles el mayor porcentaje de individuos estuvo en la categoria
NN (63.3%), seguido por los RR (16.6%), en NS y SS (8.3%), en NR (3.3%) y 0%
en RS. Ambas razas controles tuvieron el mismo porcentaje de individuos
categorizados como NN, NR y RS, aunque el B presento el 33% de sus individuos
RR mientras que H no tuvo ninguno y el H mostro el 16% de sus individuos como

SS contra ninguno en el B.

En el ganado BON que no tuvo presencia del VLB, ningun animal fue
genotipificado como SS. Presento alta frecuencia del alelo *37 (0.25) relacionado
como resistente y los alelos *21 y *24 también clasificados como resistentes
tuvieron frecuencias de 0.071 y 0.053, respectivamente. En esta raza no se

encontraron alelos relacionados con susceptibilidad.

En el ganado CAS (presencia del VLB de 26.7%) no se clasificaron individuos
como SS y el 16% fueron RR. Los alelos de altas frecuencias fueron el *23
(0.137), *37 (0.103) y *43 (0.12) de los cuales el primero y el ultimo fueron
categorizados como alelos neutrales y segundo relacionado con resistencia con
frecuencia de 0.103. Por otro lado las frecuencias de los alelos asociados con
susceptibilidad a la presencia del virus el alelo *42 no se encontré y la frecuencia
del alelo *6 fue 0.034.
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El CCC que presentd el virus en 26.7% de sus animales el 69% de ellos fueron
categorizados como NN y solo el 3.8% como RR. Los alelos de alta frecuencia en
esta raza fueron *36, *24 y *28 (0.10, 0.15 y 0.40 respectivamente) de los cuales
solo el *24 es categoria R y los demas considerados N. Los alelos *21 y *37
considerados como R el primero no se encontrd y el segundo con frecuencia baja
(0.02). Los alelos relacionados con susceptibilidad no se encontraron en la raza
CCC.

El ChS a pesar que presento alta presencia del VLB (60%) no tuvo individuos
genotipificados como SS. Los alelos relacionado con presencia del virus (*6 y *42)
no se encontraron en esta raza, solo el 3.5% fueron RR, representado en el alelo

*37 con 0.16 de frecuencia.

El CQT con presencia del VLB en 16.7% de sus individuos solo presento un 3.4%
de individuos genotipificados como SS y ninguno como NS, RR y RS. Los alelos
relacionados con resistencia a la presencia del VLB solo el *37 tuvo alta frecuencia
(0.10), los alelos *21 y *24 no se encontraron. Los alelos relacionados con
susceptibilidad a la presencia del VLB el alelo *42 presento baja frecuencia (0.034)

y el alelo *6 no se encontro.

El ganado HV que present6 el mayor porcentaje de presencia del virus de todo el
GCC (83,3%) presentd el 17% de los individuos genotipificados como SS y
ninguno como RR. Ademas, fue la Unica raza que presento individuos clasificados
como RS (7%). Esta raza no presento alta frecuencia en ninguno de los alelos

relacionados resistencia a la presencia del VLB, mientras, que los alelos de alta
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frecuencia fueron el *10 y *42 (0.10 cada uno) y *23 (0.2) de los cuales el *42 fue

relacionado con susceptibilidad a la presencia del virus.

El RS no presentd el virus y tampoco presento individuos genotipificados como
SS. Los alelos *6 y *42 relacionados con susceptibilidad a la presencia del virus,
sus frecuencias fueron de 0.02 para el segundo y el primero no se encontro,
mientras que, los alelos relacionados con resistencia a la presencia del virus
tuvieron diferentes frecuencias el *21 (0.10), el alelos *24 no se encontro y el alelo
*37 (0.05).

El ganado SM que no tuvo presencia del VLB, fueron genotipificados como RR el
25% vy los alelos relacionados con susceptibilidad a la presencia del virus no se
encontraron. Los tres alelos con mayor frecuencia fueron el *20, *24 y *28 (0.08,
0.35 y 0.21 respectivamente) de los cuales el primero y el ultimo son neutrales y el

segundo asociado con resistencia a la presencia del virus..

El ganado LUC tuvo un porcentaje medio de presencia del virus (50%) y genotipos
NN, NR, NS, RR y SS en el 36%, 36%, 3.6%, 21% y 3.6% de sus individuos
respectivamente. Aunque el alelo con mayor frecuencia en la raza LUC fue el *37
(0.33) y esta relacionado con resistencia es una de las dos razas que presenta los
dos alelos asociados con la presencia del virus (*6 y *42 con frecuencias de 0.02 y

0.03 respectivamente)..

En el ganado sintético VEL con 50% de presencia del VLB el 10% fueron RR sin
mostrar genotipos NS, RS y SS. El VEL no presento los alelos relacionados con

susceptibilidad a la presencia del VLB.
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En el GCC la frecuencia de los alelos relacionados con resistencia fue mayor que
la frecuencia de los alelos asociados con susceptibilidad a la presencia del VLB
(figura 4).

El alelo *37 (clasificado R) presento la mayor frecuencia (0.128) y comparado con
los alelos clasificados como S mostré diferencias significativas en su frecuencia
(P<0.05), ademas, este alelo se encontré con alta frecuencia en 6 de las 10 razas
que conforman el GCC. Comparando los demas alelos R y S no se presentaron

diferencias significativas en su frecuencia.

0,2

0,150

0,1

0,1

0,1

0,1

FRECUENCIA

0,1

0,0

0,0

0,0

PromR
Prom$S

Figura 4. Frecuencia de los alelos utilizados para el calculo del OR (en color
azul alelos categoria N, en color verde categoria R y en color rojo categoria
S).
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5. DISCUSION

5.1 PRESENCIA DEL VLB EN LAS RAZAS CRIOLLAS Y SINTETICAS
COLOMBIANAS.

Segun la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE) entre 1996 y 2004 en
Colombia se presentaron 198 focos de la enfermedad, 1083 casos y 39 muertes
debida a la leucosis bovina. Griffiths et al., (1982) encontraron prevalencias en
ganado de leche de 24.9 % para la region Andina, las razas BON y VEL son
originarias de la zona centro de Colombia se encuentran en las estribaciones de la
cordillera central y occidental, entre 800 y 1800 m.s.n.m., con temperaturas que
oscilan entre 18 y 24°C correspondiente a zona cafetera de nuestro pais. En el
presente estudio la presencia del virus en estas razas fue 0% y 50%
respectivamente, aunque la raza BON fue muestreada en un hato al sur occidente

del pais.

En otros estudios realizados en Antioquia, Aguilar et al., (1989) reportan la
prevalencia serolégica de LBE en hatos lecheros del Municipio de San Pedro de
los Milagros, por medio de la técnica de inmunodifusién en gel de agar (IDGA)
encontrando un 12.07% de prevalencia; la presencia mas alta de la enfermedad se
encontré en el grupo etario de 5 a 9 anos. Ruiz, (1995) encontré un 3.9% de
seropositividad a LBE, mediante la técnica de IDGA. Truijillo, (1989) estudio la
prevalencia de titulos de anticuerpos a LBE en el hato Paysandu, hallando 14.65%

de infeccién en la poblacién en estudio. De las razas de la regién centro, VEL tuvo
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mayor valor de presencia (50%). En tres fincas Ramirez et al, (2002), utilizando la
técnica ELISA, no encontraron presencia de LBE en los terneros, las novillas
fueron 37.5% seropositivas a la infeccion, 54% negativos y 8.3% sospechosos.
También reporta que el 71.9% de las vacas fueron seropositivas, 19.5% negativos
y 8.6% sospechosos. En este trabajo, en la raza VEL se encontr6 50% de

presencia del virus, valor mucho menor comparado con los animales adultos.

Con relacion a los ganados muestreados en el oriente colombiano, en SM no se
encontrd presencia del virus pero en CQT se encontrd un porcentaje de presencia
del 16.7%, valor similar al reportado por Griffiths et al., (1982) quienes encontraron
prevalencias en ganado de leche de 15.3 % en el piedemonte Llanero u Oriente
Colombiano. En CAS el porcentaje de presencia fue mayor (26.7%) mayor al
reportado para esta region geografica.

En los ganados de la region norte de Colombia se encontraron presencias de 0%
en el RS, 23.3% en el CCC y 60% en ChS. Orjuela, (2000) en esta misma region,
utilizando la técnica de inmunodifusion, detectd la presencia del VLB en el 1.5%
animales examinados. El porcentaje de positivos aumenté gradualmente con la
edad, de 0,2% en animales menores de 7 meses, 0.6% de 7 a 12 meses, y 4.7%
en animales mayores de un afo. El 9.4% y el 1.4% de los Bos taurus y los Bos
indicus respectivamente fueron positivos, mientras que ninguno de los animales
cruzados fueron positivos. En el departamento de Cérdoba se encontré un 21.5%
de positivos utilizando la técnica de ELISA (Betancour & Rodas, 2008) y el
porcentaje de positivos aumenté significativamente con la edad (X2 = 5.83, p =
0.054, p=0.05). Griffiths et al., (1982) reportan prevalencias en ganado de 14.4 %

para la regién Caribe. Con excepcién del Romosinuano los valores de presencia
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del virus reportados por diferentes autores fueron menores que los reportados en

el presente trabajo.

En HV y LUC, el porcentaje de presencia del virus fue del 83.3% y de 50% de las
muestras respectivamente. Utilizando PCR anidado, Mufoz et al, (2008) reportan
25% de presencia del virus en muestras tomadas en el Valle del Cauca, valor mas
bajo que el reportado en el presente trabajo. En el Valle del Cauca no existen

reportes utilizando pruebas seroldgicas para la determinacion de la enfermedad.

La prueba de independencia o asociacion utilizando chi-cuadrado (X2) dio como
resultado que la presencia del virus depende de la raza X?c = 209.62 (P<0.001),
contrario a Betancour & Rodas, (2008) quienes no encontraron asociacion entre la
raza (cebuinas, europeas y cruzados) y enfermedad (X2 = 5.59, p = 0.061); de
acuerdo con Chamizo, (2005) la prevalencia de la enfermedad dentro del hato esta
influenciada por tres factores: la prevalencia inicial dentro del hato, la incidencia de
la infeccidn y la tasa de la segregacion de los animales sero-positivos respecto de

los sero-negativos.

Se detectd asociacion entre presencia del virus y el sistema de produccion (carne
o leche) (X?c =27.98 (P<0.001); de acuerdo con Chamizo, (2005) la presencia de
la enfermedad es mayor en las razas de ganado lechero que en ganados de ceba,
debido a que los animales estan mas expuestos a factores de riesgo en la
trasmision del virus como: agujas de vacunas, material quirdrgico, guantes de

palpacion entre otros.
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En promedio, la presencia del virus fue mayor en las hembras que en los machos
criollos (25,3% y 5,7% respectivamente) al igual que en los comerciales (43,3% y
1,7% respectivamente), sin embargo, no fue significativa (X?%c =0.0842
(P<0.7717)). Betancour & Rodas, (2008) reportan que el 68,6% hembras y el
31,4% de los machos son positivos a la enfermedad. Las condiciones y factores

de manejo las hembras las hacen mas propensas a contagiarse Chamizo, (2005).

5.2 POLIMORFISMOS DEL GEN BoLA-DRB3.2

El presente trabajo reporta un mayor numero de alelos en el gen BoLA-DRB3.2*

que en otras razas criollas de América y comerciales de todo el mundo (Tabla 1).

El alelo *28 que tiene alta frecuencia en el GCC, no es frecuente en otras razas
criollas como las Argentinas, Bolivianas, Mexicanas y Uruguayas. Igualmente,

estas ultimas tienen alta frecuencia en el alelo *18 que en el GCC solo es del 3%.

Las razas sintéticas colombinas (RSC) compartieron en promedio el 33% de sus
alelos con las razas que la conforman, asi, la composicion genética que en el
ganado LUC y VEL es 1/3 ganado HV y RS respectivamente, compartieron un

33% y 32% de sus alelos respectivamente.

En BON se hallaron 15 alelos, valor mucho mas bajo que el reportado por
Martinez et al, (2005) quienes encontraron 31 alelos en 140 animales. Tambien
hallaron que alelo mas frecuente era el *11; sin embargo, en el presente estudio la

frecuencia fue de 0.05.
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Para los mismos autores en Brahman (n = 22) los alelos mas frecuentes fueron
*18 y el *23 pero en este estudio no hall6é el alelo *18 y el *23 presentd una
frecuencia de 0.10. Igualmente en B se encontraron cinco alelos mas que Martinez
et al, (2005).

Para Ripoli et al, (2004) en Saavedrefio (n = 125) los alelos mas frecuentes fueron
*16, *36, *8, *11, *27, *37, *7. En GCC solo el alelo *37 tuvo una frecuencia mayor

al 5%; El valor de He (0.91) fue mayor al encontrado en el presente estudio.

En el ganado criollo argentino Giovambattista et al., (1996) y Juliarena et al., 2008,
encontraron 21 y 26 alelos respectivamente y un valor de He similar al aqui
reportado (0.87) y compartiendo los alelos *8, *20, *24 y *27 como los mas
frecuentes. Panei et al, (2009) en ganado Holando Argentino (n = 81) reporta solo
la presencia de 17 alelos pero un valor de He mas alto (0.89) y coincide con

Giovambattista et al, (1996) en que los alelos mas frecuentes son el *15 y el *24.

Kelly et al, (2003) en ganado criollo uruguayo (n = 51) reportan 22 alelos y una He
de 0.91 junto con el ganado Saavedrefio las razas de Suramérica con mayor valor
de He. Solo el alelo *16 se encuentra con frecuencia alta en las poblaciones de

ganado criollo uruguayo y colombiano.

En el ganado criollo mexicano Chihuahua y Tamaulipas Fernandez et al, (2008)
con tamafos de muestra de 47 y 51 respectivamente reportan 18 y 34 alelos y
valores de He de 0.83 y 0.92 respectivamente, compartiendo los alelos *23, *24 y

*39 como los mas frecuentes entre el ganado criollo mexicano y colombiano.
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En el ganado Irani Tahmoorespur et al, (2007), Sadeghi et al, (2008) y
Mohammadi et al, (2009) reportan 19, 23 y 32 alelos BoLA-DRB3.2*
respectivamente y coinciden en que los mas frecuentes son el *8 y el *34 los
cuales presentaron bajas frecuencias en el GCC y mayores valores en las razas
controles, puede ser debido a que el ganado Sistani y el B son Bos indicus y el
GCC es Bos taurus. Resultados similares reportan Behl et al, (2007) en el ganado
Kankrej con 50 animales reporta 21 alelos, compartiendo con el ganado criollo

colombiano el alelo *20 con alta frecuencia.

Golijow, (1996) en el ganado Aberdeen Angus (n = 65) reporta 22 alelos y 0.87 de

He y solo el alelo *8 lo reporta con frecuencia mayor a 5%.

En el ganado Gyr Brasilero Do Nascimento et al, (2006) reportan 37 alelos en
1058 animales y los alelos *8, *16 y *27 con frecuencias mayor al 5% también
estan presentes en el GCC y Mota et al, (2002) en la misma raza no comparte
alelos de alta frecuencia junto con el GCC. Sin embargo, Machado et al, (2005) y
Martinez et al, (2006) en ganado Gyr reportan 20 y 27 alelos respectivamente y
comparte los alelos *16 y *27 como los con alta frecuencia, que también coinciden

con los resultados de Do Nascimento et al, (2006).

En bovinos de la raza Jersey (Gilliespie et al., 1999) (n = 172) identificaron 24
alelos, 19 de los cuales ya habian sido reportados anteriormente para la raza y
nueve alelos que no se habian sido reportados para la raza entre los cuales el *8,
*10, *15 y *5, al igual que un nuevo patrén de corte (*ibe) que no habia sido

reportado para la raza, también reportan una He de 0.895 valor mayor que el aqui
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reportado. Sharif et al, (1998) en 66 animales Jersey reportan solo 13 alelos y una
He de 0.886.

Los alelos encontrados aqui en el ganado H con alta frecuencia también lo fue en

los reportes para esta raza en el mundo (Tabla1).

Dietz et al, (1997) en bovinos Holstein, encontraron 26 alelos de los cuales los
mas frecuentes fueron el *08 (0.21) y el *11 (0.18), y una He de 0.741, el valor de
He mas bajo reportado para este locus. Sharif et al, (1998) en 60 animales,
encontraron 14 alelos; Saama et al, (2004) en 835 animales encontraron 27 alelos
y coinciden en que el mas frecuente es el alelo *8, pero reporta un valor He mayor
de 0.872. En el Holstein canadiense (Rupp et al., 2007) reportan que los alelos
mas frecuentes son el *8 y el *11 que concuerda con lo reportado por Parnian et

al, (2006) en el Holstein irani.

En el Holstein colombiano y el cruce BON x Holstein (hato Paysandu, Universidad
Nacional de Colombia) con 66 y 25 animales respectivamente se encontraron 27
alelos. Dos alelos de Holstein se encontraron también con alta frecuencia en el
presente estudio (*23 y *24), mientras que todos los alelos encontrados en el BON
x Holstein con alta frecuencia también lo fueron en el GCC (*23, *24, *20, *22, *37
y *28) (Zambrano et al., 2009).

En el ganado Ayrshire (n = 129) se reportaron 18 alelos y una He de 0.821 y
comparte con el ganado criollo colombiano los alelos *8, *24 y *28 entre los mas
frecuentes (Udina et al., 1998).
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En el ganado Black Pied, Udina et al, (1999) reportan 21 alelos y una He de 0.904
mayor valor que el aqui reportado y los alelos mas frecuentes fueron el *8, *24 y
*27.

Kulberg et al, (2007) en ganado de raza Norwegian Red (n =523) reporta 27 alelos
siendo los mas frecuentes el 8, *24 y *28 de los cuales los dos ultimos también

tuvieron alta frecuencia en el GCC.

En el ganado Shorthorn Japonés Takeshima et al, (2002) identificaron 21 alelos
con frecuencias entre 0.03 y 0.16, siendo el mas frecuente el *8 y los menos

frecuente los *16 y *19, todos ellos en baja frecuencia en el GCC.

En el B se reportan alelos *13, *36 y *37 como de alta frecuencia lo que no ocurre

con los demas reportes (Tabla 1).

En ganado Brahman Maillard et al, (1999) reportan 37 alelos y una He de 0.843
menor valor que el aqui reportado, mientras que Martinez et al, (2005) solo
encontraron 22 alelos siendo el mas frecuente el alelo *11. En el presente estudio
las mayores frecuencias en esta raza fueron para los alelos *13, *36 y *37 (0.33,

0.10 y 0.10 respectivamente).

Ripoli et al, (2004a) determinaron los polimorfismos del locus utilizando la técnica
PCR-SSCP, encontrando 7 alelos, con mayor valor de He para el ganado

Brahaman y menor para Jersey con 0.81 y 0.26 respectivamente.
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5.3 ASOCIACION DE LAS FRECUENCIAS DEL GEN BoLA-DRB3.2 CON EL
VLB

Los genes del CMH son muy interesantes para los criadores de animales y
genetistas, porque estan asociados con resistencia o susceptibilidad a una amplia
serie de enfermedades. Los genes BoLA han sido asociados con enfermedades
como la mastitis y la leucemia viral bovina inducida y con otras caracteristicas
como producciéon de leche, crecimiento y respuesta inmune (Takeshima & Aida,
2006).

Algunos polimorfismos en el gen BoLA-DRB3 se han relacionado con el desarrollo
de resistencia o susceptibilidad al VLB asociado con la LBE. Estudios previos con
infeccidn del VLB revelaron que la presencia de los aminoacidos Glu-Arg (ER) (en
la posicién 70-71 de la cadena BoLA-DR) esta asociada con resistencia a LP, los
alelos que codifican el motivo ER son *11, *23 y *28 (Lewin et al., 1988; Xu et al.,
1993) de los cuales los alelos *23 y *28 fueron considerados neutrales a la
presencia del VLB y tuvieron la mayor frecuencia (0.09 y 0.15 respectivamente)
(figura 4), el alelo *11 solo se encontré en la raza CQT (Tabla 7), el alelo *23 se
encontré en todas las razas teniendo mayor frecuencia en la raza HV (Tablas 8)
esto muestras que a pesar de que el ganado HV presentd el mayor porcentaje de
presencia del virus (Tabla 4) puede ser resistente a la enfermedad ya que posee
alelos relacionados con resistencia a la LP ocasionada por infeccion inducida con
el VLB, mientras que el alelo *28 no se encontrd en la raza CAS y presentd su

mayor frecuencia en el ganado CCC.
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Estudios posteriores confirmaron la asociacion del alelo DRB3*11 (Sulimova et al.,
1995; Zanotti et al., 1996; Mirsky et al., 1998), DRB3*23 y DRB3*28 (Sulimova et
al., 1995) con resistencia a LP, y de los alelos *8 (Zanotti et al., 1996; Sulimova et
al.,, 1995), *16, *22 y *24 con susceptibilidad a LP (Sulimova et al., 1995). Estos
reportes son diferentes con lo aqui mostrado, pues el alelo y *24 fue considerado
como resistentes a la presencia del virus. El *24 no se encontré en los ganados
CQT y RS pero presento la mayor frecuencia en la raza SM (Tabla 8) la cual no
tuvo presencia del virus. Los demas alelos relacionados con susceptibilidad en la

GCC mostraron frecuencias menores al 5%.

Los alelos del BoLA-DRB3 que codifican Glu, Arg y Val (en las posiciones 74, 77 y
78 de la cadena BoLA-DRp) estan asociados con resistencia al desarrollo de
tumores (Aida, 2001).

Dietz et al, (1997) encontraron una asociacion entre los alelos *3, *11, *12, *24 y
*28 con altos niveles de seroglobulinas IgG2 y el alelo *26 con bajos niveles de la
misma seroglobulina. El alelo *24 se mostré con alta frecuencia en los ganado
CCC y SM ademas fue un alelo considerado como R, mientras que el alelo *28
tuvo alta frecuencia en las razas BON, CCC, LUC, SM y VEL (Tabla 8) y es
considerado como alelo N. Ademas Dietz et al, (1997) encontraron que los alelos
*8, *16 y *22 se relacionaban con altos contenidos IgM, el alelo *8 con alta
frecuencia en la raza HV (Tabla 8; el alelo *26 con incremento en el numero de
eosindfilos (alelo considerado N) y el alelo *24 con el numero de neutrdfilos (alelo
considerado R), lo anterior muestra la influencia de los genes BoLA-DRB3 sobre

importantes parametros inmunoldogicos.
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Panei et al, (2009) en el ganado Holando Argentino encontraron que los alelos
*11, *23 y *28 se asociaban a una baja presencia de LP, de los cuales solo el alelo
*11 se encontré en el ganado CQT, el alelo *23 en todas las razas con alta
frecuencia en el HV (Tabla 8) y el alelo *28 con alta frecuencia en el 5 de las 10
razas de GCC (Tabla 8). Por otro lado ellos reportan que los alelos *22 y *24 se
asociaban a un aumento de presencia de LP, lo cual no concuerda con lo aqui
reportado, pues el alelo *22 se consider6 como neutral y el alelo *24 es
considerado como resistente a la presencia del virus. Estos datos los concuerdan
con lo reportado por Mirskt et al, (1998) que muestran que el *11 se asocia con

baja presencia de LP.

En el ganado criollo argentino Juliarena et al, (2008) observaron la carga de
provirus de los animales, encontrado que los alelos *11 y *12 se asociaban a una
baja carga proviral y que el alelo *16 se asociaba a una alta carga proviral. Los
alelos *11 y *12 solo se encontraron en la raza CQT con frecuencia de 0.05 y
ambos alelos no tuvieron presencia del virus y el alelo *16 presento un 25% de
presencia del virus en el ganado criollo colombiano y un 60% de presencia en el

ganado control comercial (H y B).

En otros trabajos asociando este locus con otras enfermedades y caracteristicas
productivas Martinez et al, (2005) en el ganado BON los alelos *23, *26, *31 estan
relacionados con resistencia a Brucelosis, las frecuencias de estos alelos en el
presente estudio fueron de 0.7, 0.04 y 0 respectivamente para este mismo grupo

racial. La raza que presentd mayor frecuencia del alelo *23 fue el HV y del alelo
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*26 el CCC (Tabla 8). El alelos *31 no se encontré en ninguna de las razas. Ellos
no reportan alelos asociados con susceptibilidad a la Brucelosis.

Martinez et al, (2006) encontraron que los alelos *8, *16, *20 y *27 se relacionaban
con resistencia a la presencia de garrapatas en el ganado Gyr. De los cuales el
alelo *8 se encontré en los ganados CQT y HV con mayor frecuencia en el ultimo,
el alelo *16 presento alta frecuencia en el RS, el *20 en el LUC y el *27 solo se

encontré en el BON y el CCC con mayor frecuencia en el primero (Tabla 8).

Do Nascimento et al, (2006) reportan que el alelo *7 se asocia con alta produccién
de proteina en leche, este alelo solo se encontré en el ganado CQT, mientras que
el alelo *6 asociado con baja produccién de proteina en leche se encontré en las
razas CAS, HV y LUC con frecuencia en las dos primeras (Tabla 8), ellos reportan
que los alelos *3 y *31estan asociados con resistencia a mastitis, en el presente
estudio no se encontrd el alelo *31, mientras que el alelo *3 se encontré en las

razas RS, SM y VEL con bajas frecuencias (Tabla 8).

En el Holstein canadiense se encontré que los alelos *3 y *11 se relacionaban con
resistencia mastitis y que los alelos susceptibles eran el *22 y *23, este ultimo
asociado a susceptibilidad a la presencia del VLB. Ademas que la respuesta
inmune mediada por anticuerpos fue mayor en el alelo *24 y menor en el alelo *22,
y que ocurre lo contrario con la respuesta inmune mediada por células (Rupp et
al., 2007). En el presente estudio el alelo *23 se encontro en todas las razas con
diferentes frecuencias (Tabla 8). Mientras que en el Holstein colombiano
(Zambrano et al., 2009) reportan que el alelo *33 estaba relacionado con
resistencia a la presencia de mastitis subclinica y lo contrario para el alelo *8, de

los cuales el alelo *33 solo se encontrd en la raza SM y el alelo *8 en el CQT y HV
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ademas, que este alelos se relacionaba con baja produccion de proteina en la
leche. Zambrano et al, (2009) también reporta que el alelo *36 esta relacionado
con baja produccion de leche pero con alta produccion de grasa en la leche, este

alelo se encontro en todas las razas de ganado tanto criollas como controles.

Entre tanto los resultados obtenidos por Kulberg et al, (2007) en el ganado
Norwegian Red concuerdan con los otros reportes en que el alelo mas
comunmente asociado a resistencia en la presencia del mastitis es el *11 y con

susceptibilidad el alelo *22.
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6. CONCLUSIONES

Se encontré un menor porcentaje de presencia del virus de la leucosis bovina en

el ganado criollo colombiano que en el ganado control comercial.

El ganado criollo colombiano posee alto polimorfismo del gen BoLA-DRB3.2* y los
valores de diversidad génica y numero de alelos son similares a los encontrados

en otros ganados de Suramérica.

Se encontraron asociaciones positivas y negativas entre alelos del gen BoLA-
DRB3.2* con la presencia del virus de la leucosis bovina en las razas de ganado
criollo y colombiano, siendo mayor el porcentaje de individuos genotipificados

como resistentes/resistentes que susceptibles/susceptibles.

Todas las razas de ganado criollo y colombiano mostraron alta y media frecuencia
de al menos uno de los alelos relacionados con resistencia a la presencia del
virus. Las razas que tuvieron baja presencia del virus, también presentaron baja
frecuencia de los alelos relacionados con susceptibilidad a la presencia del virus

de la leucosis bovina y viceversa.
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ANEXO

Anexo 1. Patrones de restriccion del las enzimas Rsal, BstYl y Haelll en el
gen BoLA-DRB3.2*

Rsal BstYI Haelll
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Anexo 2. Determinacion de los alelos del gen BoLA-DRB3.2* mediante PCR-

RFLP
Alelo DRB3 PCR- | Rsal, BstYl, Alelo DRB3 PCR- Rsal, BstYI, Alelo DRB3 PCR- Rsal, BstYl,
RFLP Haelll RFLP Haelll RFLP Haelll
DRB3*0501 1 aaa DRB3*1501 16 jbd DRB3*2704 33 nbf
DRB3*0503 1 aaa DRB3*1502 16 jbd DRB3*3001 34 lab
DRB3*1301 2 bba NS 17 kbb DRB3*3002 34 lab
DRB3*1001 3 bbb DRB3*1801 18 Ibf DRB3*2101 35 cbb
DRB3*1002 3 bbb DRB3*1802 18 Ibf DRBO5 36 Iba
NS 4 caa DRB3*2601 19 sbb DRBO7 37 oba
DRB3*3301 5 rcc DRB3*2301 20 Ibb DRB18 38 bda
DRB3*2201 6 daa DRB3*2901 20 Ibb NS 39 tha
DRB3*2202 6 daa DRB3*3601 20 Ibb NS 40 uba
DRB3*0201 7 ecc DRB3*0801 21 Ibe DRB3*0502 41 aba
DRB3*1201 8 faa DRB3*1101 22 mba DRB3*1901 41 aba
DRB3*0301 9 fda DRB3*2701 23 nba DRB3*3801 41 aba
DRB3*0302 9 fda DRB3*2702 23 nba DRB3*2802 42 hbf
DRB3*1601 10 fba DRB3*2703 23 nba DRB3*25012 43 kbf
DRB3*1602 10 fba DRB3*2705 23 nba DRB3*25011 44 kbi
DRB3*0901 11 gea DRB3*2706 23 nba DRB3*3401 45 sdb
DRB3*0902 11 gea DRB3*2707 23 nba DRB3*3402 45 sdb
DRB3*1202 11 gea DRB3*0101 24 nbb DRB3*3501 46 vba
DRB3*1701 12 haa DRB3*0102 24 nbb DRB3*1703 47 waa
DRB3*1702 12 haa NS 25 oaa DRB3*3901 48 whba
DRB3*3201 12 haa DRB3*0601 26 oab DRB3*3701 49 wbe
DRB3*3202 12 haa DRB3*14011 27 obf DRB3*4001 50 xba
DRB3*3203 12 haa DRB3*14012 27 obf DRB3*4201 51 gaa
DRB3*0401 13 hba DRB3*3101 27 obf DRB3*0303 52 sda
NS 14 hbb DRB3*0701 28 obb DRB3*1902 53 yba
DRB3*20011 15 iba DRB3*4101 29 pcc DRB3*4301 54 jdb
DRB3*20012 15 iba GE 30 gce
DRB3*2002 15 iba DRB3*2801 31 ibf
DRB3*2003 15 iba DRB3*2401 32 maa
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